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Das Pankreaskarzinom gehört neben den kolorektalen Karzinomen zu den häufigsten
Neoplasien des Gastrointestinaltraktes. Bei den tumorbedingten, organbezogenen
Todesursachen der westlichen Industrieländer liegt das Pankreaskarzinom an vierter Stelle.
Die Inzidenz liegt bei ca. 10/100000 pro Jahr1. Dabei sind Inzidenz und Mortalitätsrate fast
identisch, womit die außerordentlich schlechte Prognose des Pankreaskarzinoms
gekennzeichnet wird.
Da Frühsymptome oft fehlen, werden die meisten Karzinome für eine kurative Resektion zu
spät diagnostiziert. Trotz Verbesserung palliativer Maßnahmen hinsichtlich der
Chemotherapie und chirurgischer Intervention zu Erhöhung der Lebensqualität bleibt die
Situation unbefriedigend. So liegt bei nicht-operablen Karzinomen die 5-Jahres-
Überlebensrate bei unter 5% mit einer medianen Überlebenszeit von 4-10 Monaten. Aktuell
gilt Gemcitabine als Chemotherapeutikum der ersten Wahl, wobei kürzlich die Kombination
mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib zugelassen wurde. Auch mit Capecitabine konnte
eine Verlängerung der Überlebenszeit erreicht werden2-5.
Als Risikofaktor für die Entstehung des Pankreaskarzinoms gelten die chronische
Pankreatitis, Nikotinabusus, Alkoholabusus, die Exposition gegenüber chemischen Noxen
sowie eine familiäre Disposition1.
Die Mehrzahl der Pankreaskarzinome sind Adenokarzinome duktalen Phänotyps, die mit ihrer
atypischen Drüsenformation die mittelgroßen und kleinen Pankreasgänge imitieren.
Überwiegend sind diese Karzinome im Pankreaskopf lokalisiert. Sie zeichnen sich durch hohe
Resistenz gegen Chemotherapeutika und frühe lokale Invasion bzw. Metastasierung aus6.
Ätiologie und Pathogenese des Pankreaskarzinoms sind weiterhin unbekannt. Ähnlich zur
Adenom-Karzinom-Sequenz beim Kolonkarzinom wird beim Pankreaskarzinom eine
Tumorprogression vom Normalgewebe über präneoplastische Gangläsionen [sogenannte
pankreatische intraduktale Neoplasien, (PanINs)] zum duktalen Adenokarzinom
angenommen. Hierbei soll es zur Akkumulation verschiedener Genmutationen kommen, die
zur Inaktivierung von Tumorsuppressor-Genen wie p53, DPC und p16 sowie zur Aktivierung
von Onkogenen wie K-ras führen. Hierbei zeigt das Pankreaskarzinom eine starke
intratumorale genetische Heterogenität. Zusätzlich zeichnet sich das Pankreaskarzinom
allgemein durch genetische Instabilität aus, die sich in Aneuploidie sowie komplexem
zytogenetsichen Rearrangement widerspiegelt. Genetische Heterogenität sowie Instabilität
werden für die hohe Therapieresistenz des Pankreaskarzinoms verantwortlich gemacht.
Weiterhin kommt es während der Karzinomentwicklung zur Verkürzung der Telomere,
wodurch ein chromosomales Rearrangement gefördert wird. Im späteren Stadium ist eine
Reaktivierung der Telomerase essentiell für die Entstehung von immortalisierten Zellen7.
Als ein weiterer, neuer Aspekt der Pathogenese werden Mutationen bzw. Missregulationen im
Hedgehog-Signalweg sowie im Notch-Signalweg diskutiert, beides essentielle Signalwege für
die normale, embryonale Entwicklung des Pankreas8,9. Veränderungen in diesen Signalwegen
sollen so für die Initiierung und Aufrechterhaltung des Pankreaskarzinoms eine kritische
Rolle spielen10,11.
Weiterhin ungeklärt ist die Frage, welcher Zelltyp als Ursprung des Adenokarzinoms
anzusehen ist. Da die verschiedenen Zelltypen des Pankreas, d.h. duktale Zellen, Azinus-
Zellen und endokrine Zellen, ein hohes Transdifferenzierungspotential besitzen, kommen




Studien auf die Bedeutung von multipotenten Stammzellen innerhalb des adulten Pankreas
bei der Karzinogenese hin. Diese Stammzellen sollen normalerweise der begrenzten
Regeneration des Pankreas bzw. dem Turnover der endokrinen Inselzellen dienen12-15.
1.2 Cis-4-Hydroxy-L-Prolin (CHP)
Cis-Hydroxy-L-Prolin (CHP) ist ein natürlich vorkommendes Analogon von Prolin, das sich
z.B. in Santalum album (Sandelholz) Arten findet16,17. Außerdem ist es Bestandteil von
Phalloidin und der meisten anderen Phallotoxine. Diese Gruppe cyclischer Heptapeptide wird
z.B. von Amanita phalloides (Grüner Knollenblätterpilz) produziert18.
CHP ist ein Stereoisomer des in tierischen Proteinen normalerweise enthalten trans-4-
Hydroxy-L-Proline (THP), bei dem sich die Hydroxygruppe in 4R-Stellung befindet, bei CHP
in 4S-Stellung19 (Abb.1.1).
In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass CHP statt Prolin in neu entstehende
Proteine eingebaut wird20. Dies wurde vor allem für Kollagen beschrieben, ein Protein mit
einem hohen Prolin- und Hydroxyprolin-Anteil. In der Zelle wird Prolin jedoch erst
posttranslational zu THP hydroxyliert.
Tierische Aminoacyl-tRNA-Synthethasen können nicht zwischen Prolin und CHP
unterscheiden, so dass CHP eingebaut werden kann. Dieser CHP-Einbau als Ersatz für Prolin
stört die Faltung der Prokollagen-Ketten und damit die Ausbildung der korrekten
Raumstruktur mit der typischen Triplehelix. Dieses falschgefaltete Prokollagen wird im
endoplasmatischen Retikulum (ER) zurückgehalten. So kommt es zur Hemmung der
Kollagensynthese 20-22.
Untersuchungen zur biologischen Wirkung zeigten, dass CHP auch hemmende Effekte auf
Proliferation, Adhäsion und Migration verschiedener Zelltypen hat. Dies wurde für
Fibroblasten, Epithelzellen, Karzinomzellen und auch im Tiermodell beschrieben23-25. Im
Gegensatz dazu beobachteten Tan et al. keine oder sogar ein proliferationsfördernde Wirkung
auf Tumore26.
Gemeinsam war früheren Arbeiten trotz unterschiedlicher Resultate jedoch, dass die
biologischen Effekte von CHP ausschließlich auf die Hemmung der Kollagensynthese
zurückgeführt wurden. Weitergehende Untersuchungen zu den molekularen Mechanismen





























1.3 Endoplasmatischer Retikulum (ER)-Stress
Das endoplasmatische Retikulum (ER) dient als Ort der Synthese, Faltung und Modifikation
von Proteinen. Weiterhin ist es wichtiger intrazellulärer Ca2+ -Speicher mit Einfluss auf Ca2+–
abhängige Signalwege27-29.
Störungen der ER-Homeostase und damit der ER-Funktionen werden gemeinsam unter dem
Begriff ER-Stress zusammengefasst27. ER-Stress kann dabei durch vielfältige Faktoren
ausgelöst werden, zum Beispiel durch Störungen im Ca2+- oder Glukose-Haushalt sowie
durch Veränderungen der Proteinsynthese. Eine durch Hemmstoffe wie Tunicamycin
veränderte Glykolysierung stört die Ausbildung der korrekten Raumstruktur. Dies führt zu
Anhäufung von falschgefalteten Proteinen und so zur Auslösung von ER-Stress27,30.
Die Zelle reagiert unter einer Stress-Situation mit der so genannten ER-stress response. Im
Rahmen dieser Reaktion kommt es zu einer Aktivierung von verschiedenen Signalwegen.
Das gemeinsame Ziel dieser Wege ist es, zu verhindern, dass falschgefaltete,
unphysiologische Proteine die Zelle verlassen. Entweder beheben diese
Korrekturmechanismen den Schaden und sichern damit das Überleben der Zelle oder sie
induzieren den Tod der Zelle. Im Verlauf des ER-Stress werden dazu eine Reihe pro- und
anti-apoptotischer Faktoren aktiviert. Letztlich entscheidet das relative Überwiegen einer
Gruppe dieser Faktoren über das Schicksal der Zelle (Abb.1.2)27,31-33.
Durch ER-Stress aktivierte Signalwege sind z.B. die unfolded protein response (UPR) und die
ER overload response (EOR).
Im Rahmen des UPR kommt es sowohl zur Induktion des Chaperon glucose regulated protein
(GRP)78 als auch des pro-apoptotisch wirksamen growth arrest and DNA damage inducible
(GADD)153 Faktors. GRP78 dient als Faltungshelferprotein (Chaperon) dazu, falsch-
gefaltete Proteine zu binden und im ER zurückzuhalten. Der Anstieg von GRP78 während des
ER-Stress erhöht die Faltungskapazität des ER und soll so helfen, der Zelle das Überleben zu
sichern34,35. Eine ähnliche Funktion erfüllt die Induktion von Enzymen wie der protein
disulfid isomerase (PDI) oder ER-Strukturkomponenten wie der sarcoplasmic ER CA2+-
ATPase (SERCA)236.
Die Herabregulation der Translation durch Phosphorylierung des Initiationsfaktors eIF2
reduziert die Neusynthese von Proteinen und verhindert damit die weitere Akkumulation
falschgefalteter Proteine, welche das ER belasten. Zusätzlich wird auch die Synthese von
Aminosäure (AS)-Transportern, von Gluthathion und verschiedenen, anderen protektiven
Faktoren erhöht31.
GRP78 wirkt außerdem als eine Art Sensor; nach Bindung an falschgefaltete Proteine löst es
verschiedene Signalwege aus, die vor allem anti-apoptotische Wirkung haben sollen.
Im weiteren Verlauf des ER-Stress werden zum Überleben der Zelle auch Komponenten des
ER-associated degradation (ERAD) Systems verstärkt exprimiert, um so die strukturell
veränderten Proteine im ER mit Hilfe des Ubiquitin-Proteasom-Systems abzubauen31.
Die EOR ist ein weiterer Signalweg, der in Folge eines ER-Stress aktiviert wird. Unter





Zu den proapoptotischen Faktoren gehört hingegen GADD153 sowie die Aktivierung des
cJUN NH2-terminal kinase (JNK)-Signalwegs39,40. Die Aktivierung der Caspase-Kaskade
durch prolongierten ER-Stress wurde ebenfalls beschrieben41,42.
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Die Interaktionen der FAK mit bekannten Onkogenen wie Src,Crk, PI3 Kinase unterstützen
die Bedeutung von FAK in Zusammenhang mit der Tumor-Pathogenese48.
Darüber hinaus beeinflussen von FAK ausgehende Signalwege positiv die Expression der
matrix metalloproteinase (MMP)9, welche durch Degradation der Basalmembran die
Invasion von Karzinomzellen begünstigt48,51. Diese Befunde weisen auf die Bedeutung der
FAK für Wachstum, Invasion und Metastasierung von Karzinomen hin52,53.
Abbildung 1. 3 Schematische Darstellung des focal adhesion-Aufbaus (nach45).
Die Interaktion der Zelle mit der extrazellulären Matrix (EZM) findet in speziellen Bereichen, sogenannten focal
adhesions oder focal contacts, statt. Diese bilden sich aus Integrin-Clustern, Struktur-, Signal- und
Zytoskelettproteinen. Das Adapterprotein p130Cas und die Kinase Src sind nach Bindung an FAK an der
Regulation verschiedener, komplexer Signalwege beteiligt. Hierbei spielen auch verschiedene, kleine GTPase





Die Inaktivierung der FAK erfolgt durch Bindung anderer zellulärer Proteine wie FAK-
interacting protein (FIP)200 und Protein-Tyrosinphosphatasen. Die Möglichkeit einer
proteolytischen Inaktivierung der FAK durch Caspasen oder auch Calpain wurde ebenso
beschrieben45,54-56. Durch FAK-Proteolyse scheint auch die Bildung der FAK-related non-
kinase (FRNK; p41/p43) möglich57, einer nicht-katalytischen Domaine der FAK, die selbst
eine FAK-Inaktivierung bewirkt und sonst durch einen alternativen Promoter und Startpunkt
reguliert wird.
1.5 Ziel der Arbeit
Aufgrund der unbefriedigenden therapeutischen Möglichkeiten und der schlechten Prognose
des Pankreaskarzinoms ist eine intensive Suche nach alternativen Behandlungsstrategien
erforderlich. Hier könnte die zelluläre Proteinbiosynthese Angriffsziele bieten. Ein
histologisches Charakteristikum der Adenokarzinome des Pankreas ist die Desmoplasie, eine
Reaktion des Bindegewebes mit starker Kollagenvermehrung, die auch in einigen anderen
Tumoren wie Mamma-und Prostatakarzinom beobachtet wird6,58,59.
Es zeigen sich vermehrt Hinweise, dass das juxtatumorale Stroma ein Produkt sowohl
neoplastischer als auch nicht-neoplastischer Zellen ist. Als nicht-neoplastische Zellen spielen
hier vor allem myofibroblastäre Zellen wie pankreatische Stellatezellen (PSZ) eine Rolle, die
für den Hauptanteil der Bindegewebsproduktion verantwortlich sind. Trotz weiterhin
kontroverser Diskussion zeigen mehrere Arbeiten, dass das Stroma zum Tumorwachstum
beiträgt. Hierbei soll es als Wachstumsfaktor-Reservoir, Barriere gegen das Immunsystem
und Stimulator der Angiogenese dienen. Weiterhin scheint das Tumor-Stroma auch an der
Induktion der Chemoresistenz beteiligt zu sein60. Diese Barrierefunktion könnte auch für
zukünftige Therapieansätze wie Gen- und Immuntherapie ein ernsthaftes Hindernis
darstellen7,61,62. Außerdem scheinen die Stromazellen über die von ihnen produzierten
Wachstumsfaktoren direkt das Tumorwachstum zu fördern7,58,62. Als an der Stromareaktion
beteiligte Faktoren sind z.B. platelet derived growth factor (PDGF), transforming growth
factor (TGF) und insulin like growth factor (IGF) bekannt7.
Vor diesem Hintergrund könnte CHP eine neue Therapiestrategie des Pankreaskarzinoms
darstellen. Die Hemmung der Kollagensynthese durch CHP ist von verschiedenen Autoren
beschrieben worden. Darüber hinaus konnte auch eine Wachstumshemmung von Fibroblasten
und Karzinomzellen durch CHP nachgewiesen werden. Die Untersuchungen beschränkten
sich jedoch auf die biologischen Effekte von CHP.
Als Erklärung der Wachstumshemmung von Zellen wurde bisher ausschließlich die
Hemmung der Kollagensynthese angesehen. Das somit fehlende Substrat für eine
Zelladhäsion sollte für die Wachstumshemmung verantwortlich sein. Weitere
Untersuchungen zu molekularen Mechanismen der CHP-Effekte wurden in den vergangenen
Jahren nicht durchgeführt. Außerdem fanden alle Versuche an nicht-pankreatischen Zellen
statt. Der Einfluss von CHP auf Zellen des Pankreas ist somit bislang unbekannt.
Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der biologischen Effekte von CHP auf
verschiedene Zell-Populationen des Pankreas. Dabei erfolgte die Analyse der Wirkung von
CHP auf Zellproliferation, Überleben und Apoptose.
Weiterhin sollten die molekularen Mechanismen der CHP-Wirkung untersucht werden. Da
bekannt war, dass CHP die korrekte Faltung von Proteinen stört, wurde die Untersuchung




Aufgrund der in früheren Arbeiten beobachteten Hemmung der Zelladhäsion ließ sich
vermuten, dass hier molekulare Ursachen der CHP-Effekte zu finden sind. So wurde auch auf
eine Beteiligung der focal adhäsion kinase (FAK) untersucht, einem an der Zelladhäsion
wesentlich beteiligten Enzym.
Im Vordergrund der Untersuchungen stand die Pankreaskarzinom-Zelllinie der Ratte DSL6A.
Diese Zelllinie wurde gewählt, da sie im Tiermodell zur Etablierung eines Pankreaskarzinoms
gut geeignet ist. So würden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit an der Zellkultur als
Grundlage für die Forschung am Tiermodell zur Verfügung stehen.
Da sich Ergebnisse von Versuchen an tierischen und humanen Zellen oft unterscheiden,
wurde die Wirkung von CHP auch auf humane Pankreaskarzinom-Zelllinien untersucht.
Neben den zellbiologischen Effekten standen hierbei die molekularen Mechanismen im
Mittelpunkt des Interesses.
Wie oben beschrieben, kommt auch der Hemmung der Stromasynthese bei der Behandlung
des Pankreaskarzinoms eine mögliche Bedeutung zu. Aus diesem Grund wurden primäre





2 Material und Methoden
2.1 Zellkultur
2.1.1 Verwendete Zelllinien
Für die Untersuchung der Wirkung von CHP wurde eine Tumorzelllinie der Ratte, DSL6A,
sowie primäre (PSZ) und immortalisierte (LTZ14) Stellate-Zellen des Rattenpankreas
gewählt. Zusätzlich dienten humane Adenokarzinom-Zelllinien (Capan2, Panc1, MiaPaCa)
des Pankreas als Vergleich. In Tabelle 2.1 sind die Charakteristika der Zellen und Zelllinien
dargestellt.
Tab. 2.1 Charakteristika der verwendeten Zellen.
DSL6A DSL6A/C1-Zellen (ATCC CRL-2132)1.
Ursprünglich von einem Azaserin-induzierten Azinuszellkarzinom des
Rattenpankreas stammend; durch Langzeit-Kultivierung verloren diese
ihren azinären Phänotyp und erlangten duktale Charakteristika 63,64.
PSZ Primäre pankreatische Stellate-Zellen der Ratte.
Die Isolation dieser Zellen erfolgte aus männlichen Lewis-Ratten durch
enzymatische Vereinzelung der Pankreaszellen und anschließender
Dichtegradienten-Zentrifugation. Die Kultivierung der Zellen führt zur ihrer
Aktivierung mit z.B. erhöhter Kollagenproduktion65,66.
LTZ14 Immortalisierung von PSZ 14Tage nach Isolierung aus dem Rattenpankreas
mittels retroviralem Gentransfer von SV40 largeT-Antigen. Morphologische
und funktionelle Eigenschaften entsprechen denen aktivierter PSZs67.
Capan2 Humane Adenokarzinom-Zelllinie des Pankreas (ATCC HTB-80)1.
Aus einem Pankreas-Primärtumor gewonnen, Differenzierungsgrad G1,
Mutation von K-ras und p1668,69.
Panc1 Humane Pankreaskarzinom-Zelllinie (ATCC CRL-1469)1.
Aus einem Pankreas-Primärtumor gewonnen, Differenzierungsgrad G3,
Mutation von K-ras, p53 und p1668,69.
MiaPaCa2 Humane Pankreaskarzinom-Zelllinie (ATCC CRL-1420) 1.
Aus einem Pankreas-Primärtumor gewonnen, Differenzierungsgrad G3,
Mutation von K-ras, p53 und p1668,69.
1 Angabe der American Type Culture Collection (ATCC)- Katalog-Nummer. Weitere





Alle verwendeten Tumor-Zelllinien wurden in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) kultiviert. Für die Zellkultur der pankreatischen Stellate-Zellen (PSZ und LTZ)
wurde Iscove’s modified Dulbecco medium (IMDM) verwendet.
Da IMDM L-Prolin enthält - nach Zugabe nicht-essentieller Aminosäuren etwa 0,45mM-,
musste für die CHP-Experimente ausschließlich L-Prolin freies DMEM verwendet werden.
Den Medien wurden hinzugefügt:
- Antibiotika: Penicillin 100U /ml, Streptomycin 100µg/ml
- 10% fetales Kälberserum (FKS)
Für einige Versuche mit den Karzinom-Zelllinien wurde auf den Zusatz von FKS verzichtet,
um eventuell störende Einflüsse des FKS auf die Signaltransduktion auszuschließen.
Vor Gebrauch wurde das Serum im 56°C warmen Wasserbad für 30 Minuten inkubiert, um
das Komplementsystem zu inaktivieren.
2.2 Anzucht der Zellen
2.2.1 Allgemeine Arbeitsbedingungen
Sterilität:
- Alle Arbeiten mit den Zellen wurden an einer Reinraumwerkbank [LaminAir, Heraeus
Instruments, Hanau] durchgeführt
- Zellkulturmedien und – gefäße wurden steril geliefert
- Autoklavieren der verwendeten Pipettenspitzen
- Filtration der verwendeten Stammlösungen mit 0,2µm Filter
Das Zentrifugieren der Zellsuspensionen erfolgte bei 700g für 5 Minuten bei Raum-
temperatur.
Die Zellkulturen wurden bei 37°C und 5% CO2 Atmosphäre in einem Begasungsbrutschrank
[Heraus Instruments] gehalten.
2.2.2 Arbeitsablauf
Die Lagerung der Zelllinien erfolgte in flüssigen Stickstoff. Nach dem Auftauen der
entsprechenden Zellprobe im Wasserbad bei 37°C wurde langsam und tropfenweise das
Zellkulturmedium zugegeben, um so die allmähliche Diffusion des Gefrierschutzmittels
DMSO aus den Zellen zu ermöglichen. Nach Zentrifugation der Zellen und anschließendem
Verwerfen des Mediums wurde das Zellpellet in frischen Kulturmedium resuspendiert und




Mediums, um tote, nicht adhärente Zellen sowie mögliche Reste des Einfriermediums zu
entfernen.
Konfluente Zellrasen wurden so lange in größere Zellkulturflaschen umgesetzt, bis eine
ausreichende Anzahl zur Einsaat in Zellkulturplatten oder –schalen vorhanden war.
Zum Ablösen der adhärenten Zellen wurden diese nach Entfernen des Mediums und Spülen
mit PBS mit 0,1%-Trypsin-EDTA-Lösung überschichtet. Nach etwa 5-minütiger Inkubation
im Brutschrank bei 37°C und mikroskopischer Kontrolle der Ablösung wurden die Zellen in
Medium aufgenommen. Nach Zentrifugation und Entfernung des Überstandes wurde das
Zellpellet in Medium resuspendiert und in das für den jeweiligen Versuch bzw.
Weiterkultivierung entsprechende Kulturgefäß eingesät.
Neben der Anzucht der Zellen für Versuche wurde ein Teil der Zellen nach etwa 3-6 Passagen
wieder eingefroren, um jeweils ein genügend großen Vorrat zu Verfügung zu haben. Dazu
wurde aus einer konfluent bewachsenen Kulturflasche wie oben beschrieben eine
Zellsuspension gewonnen und das Pellet nach Zentrifugation und Entfernen des Überstandes
in Einfriermedium (15% DMSO - FKS) resuspendiert. Diese Suspension wurde in
Kryoröhrchen aufgeteilt und langsam eingefroren. Danach folgte die endgültige Lagerung der
Proben in flüssigem Stickstoff (-196°C).
2.2.3 Zellzahlbestimmung
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer nach
Zusatz von 4% Trypanblau-Lösung. Dieser Farbstoff ermöglicht die Unterscheidung
zwischen lebenden und toten Zellen. Die intakte Zellmembran lebender Zellen verhindert die
Farbstoffaufnahme, tote Zellen färben sich blau.
Ein Teil der Zellen wurde vor der Einsaat 1:10 vorverdünnt, danach in Trypanblau 1:4
verdünnt. Die Zellzahl wurde nun mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-Zählkammer ausgezählt.
Dabei entsprach die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension der Anzahl von Zellen in vier
großen Quadraten der Kammer multipliziert mit dem Faktor der Vorverdünnung, d.h. 10, und
dem Faktor 5000.
Berechnung: Anzahl Zellen in vier großen Quadraten x 10 (Vorverdünnung) x 5000
2.2.4 Kultivierung der Zellen in Suspension
Um Karzinom-Zellen in Suspension zu halten, wurden die entsprechenden Kulturplatten vor
der Einsaat mit 2% Agarose beschichtet, um ein Anheften der Zellen zu verhindern70. Dazu
mußte die entsprechende Menge Agarose in PBS aufgenommen, gekocht und mittels Pipette
vorsichtig aufgetragen werden. Nach Aushärten der Agarose erfolgte die Einsaat der Zellen





2.2.5 CHP- und Prolin-Stammlösungen
CHP und L-Prolin wurden als sterile 1M Stammlösung in PBS bei -20°C aufbewahrt.
2.3 Untersuchung der Zellproliferation
2.3.1 Auswahl der Methode und Prinzip des BrdU-ELISA
Zur Messung der Zellproliferation wurde der BrdU-labelling Cell Proliferation ELISA Kit
[Roche, Mannheim] verwendet. Ein Vorteil dieser Methode lag darin, dass sie im Gegensatz
zur Messung von 3H-Thymidin nicht radioaktiv war.
Die Methode basiert auf dem Einbau des Pyrimidin-Analogon 5-bromo-2’-deoxyuridine
(BrdU) statt Thymidin in die neu synthetisierte DNA proliferierender Zellen. Das eingebaute
BrdU wird schließlich durch enzyme linked immunoabsorbent assay (ELISA) nachgewiesen.
Dazu dient ein mit Peroxidase gekoppelter Antikörper, der an die vorher denaturierte, BrdU-
haltige DNA der fixierten Zellen bindet. Durch das an den Antikörper gekoppelte Enzym
Peroxidase wird der Nachweis der an BrdU gebunden Antikörper-Menge möglich. Substrat-
Zugabe (Tetramethylbenzidin) führt zu Farbveränderung, die spektrophotometrisch gemessen
wird. Dabei ist die Farbintensität direkt proportional zum BrdU-Einbau.
2.3.2 Ansatz und Inkubation mit CHP
Zunächst wurden die Zellen passagiert und mit Hilfe einer Trypanblau-Färbung gezählt. Eine
96-well-Platte (100l Medium/ well) wurde mit 1x104 Zellen/well (DSL6A, Capan2, PSZ)
bzw. 3x103 Zellen/well (LTZ14) eingesät. Die Zellen wurden einen Tag nach der Einsaat mit
CHP inkubiert. Die Zugabe von CHP erfolgte je nach Versuchsaufbau direkt aus der 1M
Stammlösung oder aus einer Verdünnungsreihe.
Außerdem wurden als Kontrolle unbehandelte Zellen, d.h. nur Zugabe von 100l Medium /
Well, genutzt. Zur Bestimmung des Hintergrundes des Assays dienten Randwells, die ohne
Zellen zu enthalten mit 100l Medium gefüllt und bei dem ELISA mitgeführt wurden. Alle
restlichen Randwells wurden mit 100l PBS gefüllt.




2.3.3 Durchführung des BrdU-ELISA
Die BrdU-Zugabe erfolgte aus einer Stammlösung. Nach einer 1:100 Verdünnung wurden aus
dieser Lösung dann 10l /well zugegeben, entsprechend einer 1:1000 Gesamtverdünnung.
Die BrdU-Zugabe erfolgte zeitlich so, dass die Zellen 20 Stunden mit BrdU inkubiert waren.
Nach Ablauf der entsprechenden Inkubationszeit wurde die 96-well-Platte 10 Minuten bei
2000rpm zentrifugiert und das Medium entfernt. Durch die Zentrifugation wurden auch
abgelöste, aber noch vitale Zellen in den Versuch miteinbezogen, um größere
Zellzahlunterschiede zwischen Kontrolle und behandelten Proben zu vermeiden. Nach 15-
minütiger Trocknung erfolgte das Fixieren der Zellen und die Zugabe von 100l Antikörper-
Lösung pro Well. Schließlich wurde die Platte für 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem
Schüttler inkubiert.
Danach wurden die Wells dreimal mit Waschlösung gewaschen. Nun erfolgte die Zugabe der
Substratlösung und nach Erreichen genügender Farbentwicklung (blau) die weitere Zugabe
von 25l 2N Schwefelsäure. So wurde ein Farbumschlag (gelb) erreicht, was die Messung im
ELISA-Reader (Multiwell-Spektrophotometer) bei 450nm ermöglicht.
2.4 Zell-Vitalitätstest
Zur Bestimmung der Anzahl metabolisch aktiver und damit lebender Zellen wurde der
CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay [Promega, Mannheim] benutzt.
Der Test basiert auf der Umwandlung des Tetrazolium-Salzes MTS zu Formazan durch
Dehydrogenasen in metabolisch aktiven Zellen. Die entstandene Formazan-Menge lässt sich
durch Messung der Absorption bei 490nm spektrophotometrisch bestimmen und ist direkt
proportional zu Anzahl lebender Zellen.
Die Testdurchführung entsprach dem für den BrdU-ELISA beschrieben Ansatz. Den Zellen
auf der 96-well-Platte wurde 20µl der CellTiter-Lösung zum Medium hinzugefügt. Nach 4
Stunden Inkubation mit der CellTiter-Lösung im Zellkultur-Brutschrank wurde nun die
Farbveränderung wie oben beschrieben gemessen.
2.5 Nachweis von Apoptose
2.5.1 Nachweis der Degradation genomischer DNA
Im Gegensatz zur Nekrose kommt es während der Apoptose zu einem organisierten Ablauf
des Zelltods. Endonuklease-Aktivierung im Rahmen der Apoptose führt zur Degradation der
genomischen DNA in Multimere von etwa 200bp71. Diese entstehen, da die 180-200bp DNA
um den Histon-Komplex vor dem Nuklease-Abbau geschützt sind. In der Gelelektrophorese
sind diese Multimere charakteristischer Größe als so genannte DNA-Leiter nachweisbar71.
Zum Nachweis dieses Apoptose-Merkmals wurde unter Benutzung des Suicide-Track DNA
Ladder Isolation Kit [Calbiochem, Mannheim] die DNA der untersuchten Zellen gewonnen,





Für den Test wurden sowohl die adhärenten als auch die im Überstand vorhandenden Zellen
einer konfluent bewachsenen 6-well-Platte verwendet. Nach Inkubation mit CHP und Lyse
der Zellen auf Eis wurde das Zelllysat durch Zentrifugation in fragmentierte und
hochmolekulare, intakte DNA aufgetrennt. Nun folgten in mehreren Schritten Nuklease-
Inaktivierung, RNA-Degradation, Alkohol-Präzipation und Färbung des DNA-Pellets mit der
fragmentierten DNA.
Die so gewonnene DNA wurde in einem 1,5%, Ethidiumbromid-haltigen Agaose-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt; neben den Proben wurde auch ein Molekulargewichtsmarker
aufgetragen. Anschließend erfolgte die Visualisierung der durch Ethidiumbromid-gefärbten
DNA im UV-Licht mittels einer speziellen Kamera und dem EASY-Programm [beides von
Herolab, Wiesloch].
2.5.2 Nachweis von PARP-Degradation und Caspase3-Aktivierung
Im Verlauf der Apoptose kommt es zur Aktivierung charakteristischer Enzyme. Hier spielt
vor allem die Familie der Caspasen eine wichtige Rolle, wobei die Aktivierung von Caspase3
von besonderer Bedeutung ist. Durch diese Protease werden andere, wesentliche Enzyme wie
Endonukleasen aktiviert oder wichtige Zellbestandteile degradiert. So gehört die Caspase3
auch zu den Proteasen, welche die Poly (ADP Ribose) Polymerase (PARP), ein DNA-
Reparaturenzym, im Verlauf der Apoptose abbauen können. PARP-Degradation und
Caspase3-Aktierung können somit zum Nachweis von Apoptose dienen72. Der Nachweis von
PARP-Degradation und Caspase3-Aktierung erfolgte mittels spezifischer Antikörper im
Western Blot (siehe Kapitel 2.8).
2.6 Reverse Transkriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR)
2.6.1 Allgemeines Prinzip der RT-PCR
Diese Methode diente zur Untersuchung der Effekte von CHP auf die Transkription. Dazu
wurde die Gesamt-RNA der Zelle isoliert und mit dem Enzym Reverse Transkriptase (RT)
sowie mit Hilfe von Oligo(dT)-Primern in cDNA umgeschrieben. Diese Primer binden an den
für mRNA typischen PolyA-Schwanz. Entsprechend ist die synthetisierte DNA somit
komplementär zur mRNA.
Die cDNA diente dann als Ausgangsmaterial zur Amplifikation durch die Polymerase Chain
Reaction (PCR). Hierbei handelt es sich um eine in vitro-Amplifizierung von spezifischen
Sequenzen eines DNA-Doppelstranges durch Benutzung synthetischer Oligonucleotid-Primer
für das untersuchte Genprodukt.
Zunächst wird der DNA-Doppelstrang bei einer Temperatur von 95°C denaturiert. Darauf
folgt eine Abkühlung des Gemisches auf 60°C-65°C, wobei es zur Anheftung (Annealing) der
Primer kommt. Diese Annealing-Temperatur ist abhängig von der Schmelztemperatur der
DNA-Primer Komplexe (Berechnung erfolgt nach Gehalt der Basenpaare GC (je 4°C) und
AT (je 2°C)).
Die Primer sind der Sequenz der 5’-Enden des DNA-Einzelstranges komplementär und




entsprechenden Doppelstrang komplementiert. Danach werden diese Schritte, d.h.
Denaturierung, Anheftung der Primer, Bildung der neuen Doppelstränge mehrfach (20-
35mal) wiederholt. Die ganze Reaktion wird in programmierbaren PCR-Thermocyclern
durchgeführt.
Schließlich werden die PCR-Produkte in einem Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und die resultierenden Banden durch UV-Licht sichtbar
gemacht. Die Identifizierung erfolgt anhand der bekannten Größe der PCR-Produkte und
einem zusätzlich aufgetragenen 100bp-Marker.
2.6.2 Ansatz der Versuche und Gewinnung der RNA
Die Zellen wurden auf 60mm-Zellkulturschalen eingesät. Nachdem die Schalen konfluent
bewachsen waren, begann die Inkubation mit CHP bzw. L-Prolin für die jeweils gewünschten
Zeiten und Konzentrationen. Als Kulturmedium diente DMEM mit oder ohne10% FKS.
Nach Entfernen des Zellkulturmediums wurde die gesamte zelluläre RNA mittels des RNeasy
extraction Kit gewonnen. Nach Lyse der Zellen und Zugabe von 70% Ethanol wurde die
Kulturschale abgeschabt und die im Lysispuffer enthaltenen Zellen auf Säulen des Kits
gegeben. Diese besitzen Membranen, Nukleinsäuren zu binden. Um die DNA zu beseitigen,
wurde eine DNase-Behandlung durchgeführt. Nach mehreren Waschschritten wurde die
Gesamt-RNA eluiert. Durch anschließende Messung im Spektrophotometer bei 260nm konnte
die RNA-Konzentration der Probe berechnet werden. Die Aufbewahrung der RNA-Proben
erfolgte im Kühlschrank bei -80°C.
2.6.3 RT
Für die RT wurden 3µg RNA eingesetzt. Um das gewünschte Reaktionsvolumen von 40µl zu
erreichen, wurde jeweils die fehlende Menge mit RNase freiem Wasser (im folgendem nur als
Wasser bezeichnet) aufgefüllt. Das gesamte Volumen je Probe (Lösungen s. Anhang) setzte
sich aus 17,5µl Reaktionsgemisch, 0,5µl Oligo(dT), RNA und Wasser zusammen,
entsprechend 40µl Gesamtvolumen.
Zunächst erfolgte im ersten Schritt mit RNA + Oligo(dT) + Wasser für 10 Minuten bei 70°C
die Denaturierung der RNA. Nach Zusatz des oben beschriebenen Reaktions-Mix wurde die
eigentliche RT dann 60 Minuten bei 37°C im Zykler durchgeführt. Abschließend erfolgte die
Denaturierung des Enzyms für 4 Minuten bei 95°C. Die so gewonnenen cDNA-Proben
wurden im Kühlschrank bei -20°C aufbewahrt.
2.6.4 PCR
Um die verschiedenen Proben vergleichen zu können, wurden die cDNA-Mengen auf der
Grundlage ihres -Actin-Gehaltes mit Hilfe der kompetitiven PCR eingestellt.
Dazu diente ein synthetisches DNA-Fragment als interner Standard. Dieses Kontroll-
Fragment enthielt Primer-Sequenzen, unter anderem auch für -Actin. Das PCR-Produkt
unterschied sich in der Größe von der Zell-cDNA. Es wurde zusammen mit der cDNA der
Proben in dem PCR-Reaktionsgemisch mitgeführt. Die Proben konnten so in Bezug auf ihren
DNA-Gehalt abgeglichen werden, bevor sie auf Unterschiede hinsichtlich der eigentlich zu




2.6.5 Arbeitsablauf PCR und Gelelektrophorese
Die Ansätze wurden auf Eis durchgeführt. Außerdem erfolgten alle Arbeiten mit
Gummihandschuhen am PCR-Arbeitsplatz unter einer Sicherheitshaube [Herolab, Wiesloch],
um so die Kontamination mit Fremd-DNA zu vermeiden.
Das Reaktionsgemisch wurde wie im Anhang beschrieben fertig gestellt, wobei die Taq-
Polymerase erst kurz vor Anwendung zugegeben werden musste. Für die PCR wurde 1l
cDNA der jeweiligen Probe verwendet. Als Kontrolle diente jeweils ein Leerwert, d.h. nur
Reaktionsgemisch ohne cDNA.
Die Durchführung der PCR erfolgte in den vorher entsprechend programmierten PCR-
Thermocycler (Tab. 2).
Nach Ablauf des Programms wurden den Proben der Farbstoff Orange G zugegeben, um sie
auf ein vorbereitetes 1,8%-Agarosegel aufzutragen und elektrophoretisch zu trennen. Mit
Hilfe des Farbstoffes konnte der Lauf der Proben im Gel während der Elektrophorese
nachvollzogen werden. Die Elektrophorese wurde mit 50-70mV durchgeführt, zur
Identifizierung der Größe der Banden wurde vorher ein 100bp-Marker aufgetragen.
Anschließend erfolgte die Visualisierung und Auswertung im UV-Licht mittels einer
speziellen Kamera und dem EASY-Programm [beides von Herolab, Wiesloch].
2.7 Western-Blot
2.7.1 Prinzip des Western Blot
Die Western Blot Technik diente der Identifizierung von Proteinen mittels spezifischer
Antikörper nach Auftrennung in der Gel-Elektrophorese. Dazu wurde eine SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) verwendet. Die Proteine wurden vorher in
einer SDS-haltigen Lösung aufgenommen. Durch Bindung des SDS an hydrophobe Protein-
Bereiche kam es zur Denaturierung der Proteine.
Weiterhin führt dieses stark anionische Detergens zur Nivellierung der Protein-Eigenladung,
so dass schließlich alle Proteine im alkalischen pH-Bereich der hier verwendeten Gele/Puffer
gleich stark negativ geladen sind.
Der Zusatz einer reduzierenden Thioverbindung wie –Mercaptoethanol zerstört
Disulfidbrücken. So handelt es sich hier um eine denaturierende und reduzierende Gel-
Elektrophorese, nach deren Ablauf die Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht (MG)
aufgetrennt sind. Die Proteine mit dem kleinsten MG sind der Anode am nächsten.
Nun wird ein Transfer der Proteine (blot) auf eine Nitrocellulose- oder Nylon-Membran
durchgeführt. Durch Inkubation dieser Membran mit einem entsprechenden, primären
Antikörper (AK) gegen das gesuchte Protein und folgender Inkubation mit einem gegen den
ersten AK gerichteten, Peroxidase-gekoppelten zweiten AK erfolgt die Erkennung des
gewünschten Proteins. Der Zusatz eines entsprechenden Substrats [ECL plus kit, siehe 2.7.3]
führt zu Belichtung eines Films, so dass die gebundenen AK und damit das gesuchte Protein




2.7.1.1 Gewinnung der Proteine
Die Zellen wurden in 6-well-Platten eingesät. Nachdem diese konfluent bewachsen waren,
begann die Inkubation der Zellen mit CHP, Prolin, dem Breitspektrum-Proteaseinhibitor-
[Protease Arrest] oder dem Caspase-Inhibitor zDEVD-fmk. Als Medium diente DMEM 10%
FKS oder DMEM ohne FKS.
Vor Verwendung des Probenpuffers erfolgte die Zugabe von 5% Mercaptoethanol und
anschließend die Erhitzung auf 100°C (Herstellung des Probenpuffers s. Anhang 8.2, Seite
89).
Zur Gewinnung der gesamten zellulären Proteine wurden sowohl die adhärenten Zellen als
auch der Überstand der Platten verwendet, da es sonst durch die CHP bedingte Ablösung der
Zellen zu größeren Unterschieden zwischen den Proben gekommen wäre.
Nach Überführung des Platten-Überstandes in ein Reaktionsgefäss und kurzer Zentrifugation,
wurde dieser Überstand verworfen und das so gewonnene Zell-Pellet weiterverwendet. Auf
die adhärenten Zellen des Wells wurde 400µl kochender Proben-Puffer gegeben, die Platte
abgeschabt und das Gemisch in das Reaktionsgefäss mit dem entsprechenden Pellet gegeben,
das so auch resuspendiert wurde. Danach wurde die Probe anschließend entweder
weiterverwendet oder zur Aufbewahrung bei -20°C eingefroren.
Vor dem Auftragen der Proben auf das Gel wurden die Proben einige Sekunden zentrifugiert,
um die eventuell vorhandenen Verunreinigungen durch Zellreste zu vermeiden.
2.7.1.2 Ansetzen der Gele, Elektrophorese und Blotten:
Das Ansetzen der beiden Gele erfolgte nacheinander. Nach der Polymerisation des Trenngels
wurde das Sammelgel gegossen und der Kamm gesetzt. Nach dessen Polymerisation
erfolgten in der mit Puffer gefüllten Elektrophorese-Kammer das Entfernen von vorhandenen
Luftblasen und der Auftrag der Protein-Proben. Außerdem wurden 25µl Marker mit
aufgetragen, danach erfolgte die vertikale Elektrophorese.
Das Blotten wurde als Tank-Blot im Kühlschrank bei 4°C bei 400mA für 4 Stunden oder bei
200mA über Nacht durchgeführt. Dazu wurde ein Transfer-Puffer mit 6g TRIS und 29g
Glycin auf 2 l Aqua dest. verwendet.
2.7.2 Inkubation mit Antikörper
Nach dem Blotten wurde die Nitrocellulose-Membran 3mal 10 Minuten in 0,1% PBS-
TWEEN gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu blocken, wurde die Membran mit 0,1%
BSA für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation der
Membran mit dem ersten Antikörper, 1:1000 in 0,1%BSA verdünnt, für zwei Stunden bei
Raumtemperatur.
Nun wurde der Blot wieder 3mal in 0,1% PBS-TWEEN für 10 Minuten gewaschen und
daraufhin mit dem entsprechenden zweiten Antikörper für zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Peroxidase-gekoppelte, zweite Antikörper wurde 1:5000 in 0,1% BSA
verdünnt.
Schließlich folgte das Waschen des Blots (2mal 10 Minuten in 0,1% PBS-TWEEN, danach
10 Minuten in 0,1% PBS) und dann abschließend die Visualisierung der Banden mittels ECL-




Um eine in etwa gleiche Proteinbeladung der Proben nachzuweisen, erfolgte zusätzlich im
Western Blot die Analyse der Proben in Bezug auf das Housekeeping-Protein -Actin mit
einem spezifischen Antikörper.
2.7.3 Entwickeln und Re-Probing:
Die Detektion der gebundenen Antikörper erfolgte mit einem Substrat, welches durch
Reaktion mit der an den zweiten AK gebundenen Peroxidase zur Belichtung der Filme führte
und so die gesuchten Proteine als Bande sichtbar werden lies.
Hierfür wurde das ECL Plus Kit und entsprechende Filme verwendet. In der alkalischen ECL-
Lösung sind neben dem Lumigen PS-3 Acridan (Diacylhydrazide-Derivat) als Substrat auch
Peroxide enthalten. Peroxidase-vermittelt entsteht ein Acridinum-Ester, der durch Reaktion
mit Peroxiden Licht produziert.
Der Blot wurde mit der ECL-Lösung 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und in einer
Folie in eine Film-Kassette gelegt. In der Dunkelkammer erfolgten dann die Belichtung und
das Entwickeln der Filme. Nach dem Entwickeln wurde der Blot mit PBS-TWEEN in einer
Folie eingeschweißt und im Kühlschrank aufbewahrt.
Um die Blots erneut für den Nachweis anderer Proteine benutzen zu können, wurden die
gebundenen Antikörper entfernt Dies wird auch als „Stripping“ bezeichnet.
Der Blot wurde mit der Stripping-Lösung(s. Anhang 7.2.2, Seite 90) für 30 Minuten im
Wasserbad bei 50°C inkubiert. Danach erfolgte das Waschen mit 0,1% PBS-TWEEN sowie
zum Blocken unspezifischer Bindungen erneut eine 60-minütige Inkubation mit 0,1% BSA.
Nun wurde wie oben beschrieben die Inkubation mit neuem Antikörper durchgeführt.
2.8 Immunfluoreszenz
2.8.1 Allgemeines Prinzip
Die Immunfluoreszenz-Färbung dient zur Lokalisierung des gewünschten Proteins in der
Zelle. Dazu werden fixierte Zellen mit einem spezifischen ersten Antikörper inkubiert. Nun
erfolgt die Inkubation mit einem zweiten, gegen den ersten Antikörper gerichteten und mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikörper. Durch ein Fluoreszenz- oder LASER-
Scanning Mikroskop kann diese Bindung der Antikörper nachgewiesen werden.
2.8.2 Ansatz und Durchführung
Die Zellen wurden in 12-well-Platten auf Glas-Plättchen kultiviert und mit CHP inkubiert.
Als Zellkulturmedium diente DMEM 10% FKS.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Plättchen entnommen, zweimal mit PBS
gewaschen und 5 Minuten mit 0,1% PBS-Tween inkubiert, um die Zellmembran zu
permeabilisieren. Es folgte die Fixierung mit eiskaltem Methanol für 10 Minuten bei -20°C.
Nach Waschen folgte das Blocken unspezifischer Bindungen mit 0,1% BSA für 45 Minuten
bei Raumtemperatur, danach die Inkubation mit dem Anti-FAK-Ak. 1:100 verdünnt in 0,1%




Waschen die Inkubation mit dem zweiten Antikörper (1:300 verdünnt in 0,1% BSA) in
Dunkelheit für 30 Minuten bei Raumtemperatur.
Als zweiten Antikörper diente der Alexa Fluor488 anti-Maus IgG-Ak. Nach Einbettung der
Plättchen auf einen Objektträger wurde die Bindung des zweiten Antikörpers an den ersten
mit Hilfe eines konfokalen LASER-scanning Mikroskops [TCS SP2 AOBS, Leica] sichtbar
gemacht.
2.9 Electro Mobility Shift Asssay (EMSA)
Ein EMSA ist eine in vitro-Methode zum Nachweis von Interaktionen zwischen
Transkriptionsfaktoren und DNA-Bindungsstellen.
Während der Aktivierung von Transkriptionsfaktor kommt es zur Translokalisation des
Faktors vom Zytoplasma in den Zellkern. Hier erfolgt die Bindung des Transkriptionsfaktors
an DNA-Sequenzen.
Bei der Analyse mittels EMSA werden Kernextrakte der zu untersuchenden Zellen hergestellt
und lysiert. Die so gewonnenen Kernproteine werden mit 32P radioaktiv markierten
Doppelstrang-Oligonukleotiden (Sonden) inkubiert. Diese enthalten eine Bindungssequenz
des Transkriptionsfaktors. Nach Inkubation von Sonde und Kernproteinen erfolgt die
elektrophoretische Auftrennung der Proben in einem nicht denaturierenden Polyacrylamidgel.
Wenn der Faktor im Zellkern vorhanden ist, kommt es zur Bindung des Faktors an die
Oligonukleotid-Sonde mit Ausbildung eines Protein-DNA-Komplexes. Dieser Komplex hat
in der Gel-Elektrophorese aufgrund des höheren Molekulargewichts eine deutlich langsamere
Wanderungsgeschwindigkeit als die ungebundene Oligonukleotid-Sonde. Dies wird durch
Autoradiografie sichtbar.
Zur genaueren Identifizierung der Bindung dient die Inkubation mit einem spezifischen
Antikörper, der gegen den zu untersuchenden Transkriptionsfaktor gerichtet ist. Die
Antikörper-Bindung an den Komplex erhöht das Molekulargewicht. So wird die
Wanderungsgeschwindigkeit bei der Gel-Elektrophorese nochmals verlangsamt. Dies führt zu
einem Shift der Bande im Gel. Dadurch verschwindet die induzierbare Bande, eine neue,
höher molekulare Bande erscheint auf dem Röntgenbild. Durch diese Supershift genannte
Methode wird die Identifizierung des Transkriptionsfaktors ermöglicht. Weiterhin können
durch Verwendung entsprechender Antikörper auch die Zusammensetzung des
Transkriptionsfaktors aus möglichen Untereinheiten analysiert werden.
2.9.1 Herstellung von Kernextrakten
Zur Herstellung der Kernextrakte benutzt man die hypotone Lyse der Zellen, gefolgt von der
hypertonen Lyse der Zellkerne mittels zweier verschiedener Puffer (Zusammensetzung und
genaue Abfolge der Schritte s. Anhang 7.2.3, Seite 90ff).
Als Ausgangsmaterial diente ein konfluentes well einer 6-well-Platte mit max. 2ml Medium
pro well. Die Zellen wurden 6 Stunden serumfrei vorinkubiert, dann erfolgte die Inkubation




2.9.2 Markierung mit 32P und Bindungsreaktion
Zur Vorbereitung der Oligonukleotid-Sonde erfolgte in einem 0,5ml-Reaktionsgefäss der
Ansatz von 80l Aqua dest. mit je 10l Oligonucleotid 1 (sense) und je10 l Oligonucleotid 2
(antisense) (Stammlösungen 50 picomol/l).Nach Erhitzen für 10 Minuten auf 80°C wurde
das Gemisch auf Raumtemperatur abgekühlt, mit 300l Aqua dest. auf 400l aufgefüllt und
bei –20°C gelagert.
Zur Markierung mit 32P erfolgte nach Ansatz der Probe (s. Anhang 7.2.3, Seite 91) eine 30
Minuten Inkubation bei 37°C. Anschließend erfolgte dann die Sephadex-Säulenreinigung.
Hierzu wurde die Säule mit 3ml TE-Puffer äquilibriert, die Probe geladen und zunächst 100l,
dann 300l TE zugegeben. Das aufgefangene Eluat wurde verworfen (radioaktiver Abfall).
Als Sonde wurde das durch abschließende Zugabe von 400l TE-Puffer entstehende Eluat
verwendet. Nach Aufteilung in 10l Aliquots und Messung im -Counter (erwartet werden
mind. mehrere Zehntausend cpm) erfolgte die unmittelbare Verwendung oder die Lagerung
bei –20°C.
Zur Durchführung der Bindungsreaktion wurde zunächst das Reaktionsgemisch (s. Anhang
7.2.3, Seite 92) mit Ausnahme der Kernextrakte hergestellt und entsprechend aufgeteilt.
Durch Zugabe der Kernextrakte startete die eigentliche Bindungsreaktion. Für 30 Minuten
wurde nun eine Inkubation bei Raumtemperatur vollzogen.
Für die Supershift-Analysen erfolgte die Zugabe von 1g Antikörper und 20 Minuten
Inkubation auf Eis.
2.9.3 Elektrophorese:
Zunächst erfolgte das Gießen eines 6%-Polyacryamidgels nach folgendem Ansatz aus
6ml Acrylamid / Bis (40%, 29:1), 1ml 10 X TBE-Puffer (GIBCO), 33ml Aqua dest., 240l
APS 10% und 80l TEMED.
Die vertikale Elektrophorese erfolgte bei 300V, als Marker diente eine Bahn mit 1l
Bromphenolblau.
In der Dunkelkammer erfolgte dann die Belichtung der Filme, in dem diese für verschiedene
Zeiten in der Film-Kassette auf den Blot gelegt wurden. Ebenfalls in der Dunkelkammer




2.10 Analyse der Ergebnisse
Die Ergebnisse der BrdU-ELISA und der CellTiter Assays wurden als Mittelwerte ±
Standardfehler dargestellt. Die Daten wurden mit Hilfe des Wilcoxon’s Rangsummentests
analysiert (p<0,05 als statistisch signifikant). Rangsummentests haben schwächere
Voraussetzungen als t-Tests und damit ein breiteres Anwendungsspektrum.
Bei Wilcoxon-Test für zwei verbundene Stichproben werden Mediane verglichen. Er
funktioniert nach folgendem Schema (nach 73). Für jedes Merkmalspaar aus den beiden
Stichproben werden Differenzen di = xi-yi gebildet und die Werte di werden nach Größe des
Betrags sortiert und mit Rangsummen versehen. Die Rangzahlen der positiven und negativen
Differenzen werden getrennt addiert, R+ und R-. Die kleinere der beiden ist die Testgröße R.
Diese wird mit dem Wert aus einer entsprechenden Tabelle verglichen. Ist hierbei R kleiner
als der kritische Wert, wird die Alternativhypothese angenommen, d.h. die Mediane der
Stichproben unterscheiden sich signifikant.
Zur Durchführung des Wilcoxon-Tests für zwei verbundene Stichproben bei einseitiger










3.1.1 CHP induzierte morphologische Veränderung der DSL6A-Zellen
Um einen ersten Überblick über die Effekte von CHP auf die Pankreaskarzinom-Zelllinie
DSL6A zu gewinnen, erfolgte zunächst die Beobachtung der Zellen im
Phasenkontrastmikroskop. Die Inkubation mit 10mM CHP in 10% FKS enthaltendem DMEM
führte nach 6 Stunden zur Abrundung der adhärent wachsenden Zellen, die sich nach 24
Stunden ablösten (Abb.3.1b). Eine Zugabe von 20mM L-Prolin konnte diese Effekte
verhindern (Abb. 3.1c). Außerdem führte die Zugabe von 20mM L-Prolin auch zur Erholung
von Zellen, die sich durch vorherige 24-stündige Inkubation mit CHP bereits abgerundet bzw.
abgelöst hatten (Abb.3.1d).
Abbildung 3. 1 Einfluss von CHP auf die Morphologie der DSL6A-Zellen.
Adhärent wachsende Kontrolle der DSL6A unter Kultivierung in DMEM 10% FKS (a) und IMDM 10% FKS
(e). Inkubation mit 10mM CHP für 24 Stunden in DMEM 10% FKS (b) verursacht Abrunden bzw. Ablösen der
Zellen, während dieses Verhalten unter gleicher Behandlung der Zellen in IMDM 10% FKS (f) wesentlich
schwächer ausgeprägt ist. (c) Gleichzeitige Zugabe von 10mM CHP und 20mM L-Prolin zu den in DMEM 10%
FKS kultivierten DSL6A-Zellen verhinderte vollständig die CHP-Effekte. (d) CHP-behandelte Zellen (in
DMEM 10% FKS) wurden weitere 48 Stunden mit 20mM L-Prolin kultiviert, was zum Wiederanheften der




Wurde anstelle des DMEM 10% FKS IMDM 10% FKS als Zellkulturmedium verwendet,
fielen die CHP-Effekte deutlich schwächer aus. So führte die Inkubation mit 10mM CHP in
diesem L-Prolin haltigen Medium zwar auch zu einer sichtbaren Wachstumshemmung der
Zellkultur, es waren jedoch weniger Zellen von Abrundung bzw. Ablösung betroffen als im
L-Prolin freien DMEM (Abb. 3.1f).
3.1.2 Wirkung von CHP auf Proliferation und Überleben der Zellen
Nach Charakterisierung der morphologischen Veränderungen wurde der Einfluss von CHP
auf Proliferation und Überleben der DSL6A-Zellen untersucht. Abbildung 3.2 und 3.3 zeigt
zusammenfassend den Einfluss von CHP auf die S-Phase des Zellzyklus, gemessen mit einem
ELISA basierend auf den BrdU-Einbau in die DNA der Zellen. Hier zeigte sich, dass CHP
signifikant die Proliferation zeit- und konzentrationsabhängig hemmt. (Abb.3.2 und 3.3).
Abbildung 3. 2 Hemmung der Proliferation der DSL6A Zellen durch CHP.
(A) Messung der Proliferation mittels BrdU-Einbau nach 24 Stunden. Inkubation mit CHP in den jeweiligen
Konzentrationen. Ergebnisse von sind als Mittelwerte ± Standardfehler relativ zu den unbehandelten Kontrollen
dargestellt (n=6, *p< 0,05).
Bei einer CHP-Konzentration von 10mM wurde die Proliferation um 80% des Kontrollwertes
reduziert. Ab einer Konzentration von 0,1mM oder noch niedriger kam es dann zu einem
deutlichen Nachlassen der Proliferationshemmung (Abb.3.2). Die Bedeutung der
Zeitabhängigkeit der CHP-Wirkung zeigt Abbildung 3.3. So führt eine 48-stündige
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Abbildung 3. 3 Zeitabhängige Hemmung der Proliferation der DSL6A Zellen durch CHP.
Messung der Proliferation mittels BrdU-Einbau nach 24 Stunden und 48 Stunden. Inkubation mit CHP bzw. L-
Prolin in den jeweiligen Konzentrationen Ergebnisse von sind als Mittelwerte ± Standardfehler relativ zu den
unbehandelten Kontrollen dargestellt (n=6, *p< 0,05).
Die Bestimmung der metabolisch aktiven Zellen mittels Analyse des MTS-Umsatzes zeigte,
dass CHP auch die Zahl lebender Zellen reduzierte. Diese Beeinflussung der Überlebensrate
war jedoch geringer ausgeprägt als die vorher beobachtete Proliferationshemmung. Während
so der BrdU-Einbau durch 10mM CHP für 24 Stunden auf 20% der Kontrolle gesenkt wurde,
lag die Anzahl lebender Zellen unter gleichen Bedingungen bei noch 50% des Kontrollwertes
(Abb. 3.4).
Auch in Bezug auf das Zellüberleben zeigt sich eine Zeitabhängigkeit des CHP-Effektes. So
wurde auch die Abnahme lebender Zellen im Verlauf der CHP-Inkubation stärker (Abb.3.4).
Abbildung 3. 4 Hemmung des Überlebens der DSL6A Zellen durch CHP.
Stunden nach Zugabe der CellTiter-AQueous Lösung wurde der Umsatz des MTS Salzes gemessen. Die
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Abbildung 3. 5 Reversibilität der CHP induzierten Wachstumshemmung.
DSL6A-Zellen wurden 24 Stunden mit 10mM CHP in DMEM 10% FKS behandelt, dann erfolgte der Wechsel
des Medium mit DMEM 10% FKS ohne CHP (1) oder die Zugabe von 20mM L-Prolin zu dem CHP enthaltenen
Medium (2) Hier wurden sowohl die adhärenten Zellen als auch die bereits abgelösten Zellen verwendet. Parallel
dazu zeigen die Reihen 3 bzw. 4 die gleiche Versuchsanordnung wie 1 und 2, jedoch nur unter Verwendung der
adhärenten Zellen. Nach 24 Stunden Weiterkultivierung inklusive 20 Stunden BrdU-Inkubation erfolgte die
Messung des BrdU-Einbau. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± Standardfehler relativ zu CHP behandelten
Zellen (10mM CHP für 24 Stunden) dargestellt (n=3).
Die Diskrepanz zwischen Proliferationshemmung und metabolisch aktiven Zellen führte zur
Frage nach der Reversibilität der CHP-Effekte.
Dazu wurde 24 Stunden nach Beginn der CHP-Inkubation L-Prolin zugegeben oder es wurde
die gesamten, d.h. auch die abgelösten Zellen in neuem, CHP freien Medium (DMEM 10%
FKS) weiter kultiviert.
Nach anschließender 24-stündiger Kultivierung erfolgte die Messung der Zell-Proliferation.
Wie Abbildung 3.5 zeigt, steigt der BrdU-Einbau vor allem in den mit L-Prolin behandelten
Zellen wieder an. Der Anstieg des BrdU-Einbaus bei den Zellen nach Mediumwechsel fiel
dagegen schwächer aus, da es sich bei DMEM um ein Prolin-freies Zellkulturmedium
handelt.
Um zu untersuchen, ob sich die im BrdU-ELISA gemessene Wachstumshemmung auch auf
der Ebene der regulatorischen Zellzyklus-Proteine widerspiegelt, wurde der CyclinD1-
Proteinspiegel mittels Western Blotting analysiert.
Es zeigte sich, dass CHP eine Abnahme des CyclinD1-Proteinlevels verursacht, die nach 48-
stündiger Inkubation deutlich ausgeprägt war (Abb.3.6). Der Breitspektrum-Proteaseinhibitor
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Abbildung 3. 6 Analyse der CyclinD1-Expression.
Immunoblotting von DSL6A-Proteinextrakten mittels eines CyclinD1 spezifischen Antikörpers.
3.1.3 Einfluss auf mRNA-Expression von Kollagen und HSP47
CHP ist als Inhibitor der normalen Kollagen-Faltung beschrieben worden21,22,24. Daher wurde
die mRNA-Expression von Kollagen IV der DSL6A-Zellen unter CHP-Inkubation untersucht.
Wie Abbildung 3.7 zeigt, kommt es durch CHP zu einer leichten Steigerung des Kollagen IV-
Expression. Kollagen I war in DSL-Zellen nicht nachweisbar (Abb. 3.8). Als externe
Methodenkontrolle dienten pankreatische Stellate-Zellen (PSZ), die eine hohe Expression von
Kollagen IV und Kollagen I aufweisen67
Abbildung 3. 7. Einfluss von CHP auf die mRNA-Expression von HSP47 und Kollagen IV.
Die cDNA-Proben wurden mittels PCR unter Benutzung spezifischer Primer für Kollagen IV und HSP47
amplifiziert. Die DSL6A-Zellen wurden ohne (1) oder mit 10mM CHP für 6 Stunden (2) bzw. 24 Stunden (3)
inkubiert. Andere Proben wurden nach 24-stündiger Behandlung mit 10mM CHP für weitere 6 Stunden (4) bzw.
24 Stunden (5) mit 20mM L-Prolin behandelt. cDNA-Proben von 2 Tage (6) bzw. 7 Tage (7) in Kultur
gehaltenen PSC-Zellen.
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Abbildung 3. 8 Analyse der mRNA-Expression von Kollagen I.
Zwei verschiedene cDNA-Proben von unbehandelten DSL6A-Zellen (1,2) sowie eine cDNA-Probe von 7 Tage
(3) in Kultur gehaltenen PSZ wurden mittels PCR unter Benutzung eines spezifischen Primer für Kollagen I
amplifiziert.
Im Zusammenhang mit der Kollagensynthese wurde das für die Kollagensynthese essentielle
Chaperon heat shock protein (HSP) 47 untersucht.
Die Inkubation mit CHP führt zu einer deutlichen, zeitabhängigen Induktion der HSP47-
Expression. Ähnlich wie bei Kollagen IV kommt es durch L-Prolin bei den mit CHP
vorbehandelten Zellen zur Reduktion der HSP47-Expression (Abb. 3.7). Die PSZ dienten
wiederum als Kontrolle.
3.1.4 Einfluss auf die Expression der ER-Stress-Proteine GRP78 und
GADD153
Die CHP vermittelte Induktion von HSP47 wies auf eine Beteiligung des ER hin. So zeigte
die erhöhte HSP47-Expression (Abb.3.7), dass es unter CHP-Inkubation zu einer Anhäufung
von falschgefalteten Kollagenketten kommt, wie dies auch in früheren Arbeiten beschrieben
wurde22. Dadurch kann ER-Stress ausgelöst werden.
Um zu testen, ob die CHP-Wirkung durch ER-Stress vermittelt ist, wurde die Expression von
GRP78 und GADD153 analysiert. Dabei handelt es sich um zwei Proteine, deren
Hochregulation als Teil des UPR und damit des ER-Stress Signalweges beschrieben wurde
33,36,39.
Wie Abbildung 3.9 zeigt, induzierte CHP die mRNA Expression der beiden ER-Stress-
Marker.
Die GRP78-Expression stieg 3 Stunden nach Zugabe von CHP an, während die
Hochregulation von GADD153 erst nach 6 Stunden nachweisbar war. Die CHP-induzierte
GRP78-Expression wurde zusätzlich auf Proteinebene durch Western Blotting bestätigt. Hier
konnte das Protein 6 Stunden nach CHP-Zugabe nachgewiesen werden. In den unbehandelten
Kontrollen wurden keine nachweisbaren Proteinspiegel gefunden (Abb. 3.9). Im Verlauf der












Abbildung 3. 9 Einfluss von CHP auf die Expression von GRP78 und GADD153.
A RT-PCR. M, 100-bp Molekulargewicht-Marker. BWestern Blot. Proteinextrakte der DSL6A-Zellen wurden
mittels Immunoblotting mit einem spezifischen GRP78-Antikörper untersucht. Es wurde jeweils 10mM CHP für
die angegebene Zeitdauer verwendet.
3.1.5 Reversibilität der CHP-Effekte
Um zu testen, ob sich die durch L-Prolin verursachte Wiederherstellung der Zellfunktionen
auch auf molekularer Ebene widerspiegelt, wurde die Expression von GRP78 und GADD153
während L-Prolin Zugabe zu CHP vorbehandelten Zellen untersucht. Dazu mussten die Zellen
24 Stunden mit CHP inkubiert werden. Wie Abbildung 3.10 zeigt, war die Expression beider
Proteine 6 Stunden nach L-Prolin Zugabe niedriger, um dann nach 24 Stunden fast wieder die
Kontrollwerte zu erreichen. Dagegen dauerte die Reduktion von GRP78 auf Proteinebene 48
Stunden. Hier wurde nach 72 Stunden wieder das Niveau der Kontrolle erreicht (Abb. 3.11).
Außerdem konnte auch gezeigt werden, dass L-Prolin zur zeitabhängigen Wiederherstellung
der intakten FAK und gleichzeitiger Abnahme der Protein-Fragmente führt (Abb. 3.11).
















Abbildung 3. 10 Reversibilität der CHP-Effekte durch L-Prolin auf mRNA-Ebene.
Die cDNA-Proben wurden mittels PCR unter Benutzung spezifischer Primer für GRP78 und GADD153
amplifiziert. Die DSL6A-Zellen wurden ohne oder mit 10mM CHP für 6 Stunden bzw. 24 Stunden inkubiert.
Andere Proben wurden nach 24-stündiger Behandlung mit 10mM CHP für weitere 6 Stunden bzw. Stunden mit
20mM L-Prolin behandelt.
Abbildung 3. 11 Reversibilität der CHP-Effekte durch L-Prolin auf Proteinebene.
Die Western Blot Analyse der GRP78 und FAK Protein Spiegel. Nach 24-stündiger Behandlung mit 10mM CHP
wurden die DSL6A-Zellen weitere 48 Stunden bzw. 72 Stunden. mit 20mM L-Prolin kultiviert. Unbehandelte










3.1.6 Einfluss auf NF-kB
Als weiterer Bestandteil der ER-Stress-Signaltransduktion wurde im Rahmen des EOR eine
NF-kB Aktivierung beschrieben27. Um diese Aktivierung nachzuweisen, wurden Kernextrakte
CHP inkubierter Zellen im EMSA mit einer entsprechenden Sonde untersucht. Hier zeigte
sich schon in unbehandelten Zellen eine hohe Basalaktivität, die sich durch CHP nicht
wesentlich beeinflussen ließ (Abb. 3.12).
Abbildung 3. 12 Einfluss von CHP auf NF-.
Die Zellen wurden mit 10mM CHP in DMEM ohne FCS für die angegebenen Zeiten inkubiert. Unbehandelte
Zellen dienten als Kontrolle, desweiteren wurden DSL6A-Zellen zum Vergleich mit TNF (10ng/ml) für 30
Minuten inkubiert. Für die Supershift-Analyse erfolgte die Bindungsreaktion unter Zugabe eines p65RelA-
Antikörpers.
3.1.7 Einfluss von CHP auf focal adhesion kinase (FAK)
Die unter CHP beobachtete starke Hemmung der Zell-Adhärenz legte einen Zusammenhang
mit der FAK nahe74. Die Analyse der FAK mittels Western-Blot-Technik zeigte das erwartete
125kD Protein. Die Behandlung der Zellen mit CHP führte zur zeitabhängigen Abnahme des
FAK-Signals und dem gleichzeitigen Auftreten eines Fragments von etwa 80kD (Abb.
3.13A). Diese Ergebnisse ließen einen proteolytischen Abbau der FAK vermuten.
Basierend auf der Hypothese, dass CHP zur FAK-Inaktivierung durch enzymatische
Proteolyse führt, wurde der Einfluss eines Breitspektrum-Proteaseinhibitors getestet. Dieser
verhinderte die durch CHP verursachte FAK-Degradation (Abb. 3.13B) Zusätzlich konnte
durch Vorbehandlung der Zellen mit diesem Inhibitor auch das CHP induzierte Abrunden und
Ablösen der Zellen inhibiert werden (Abb. 3.14a).
Im Gegensatz dazu beeinflusste die Vorbehandlung mit dem Caspase-Inhibitor zDEVD-fmk,
der die Caspasen3, -6 und -7 hemmt, weder die FAK-Degradation noch des Ablösen der
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Abbildung 3. 13 CHP induzierte F
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Abbildung 3. 14 Einfluss des Prot
Vorbehandlung der DSL6A-Zellen m
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Vergrößerung).
3.1.8 Einfluss von CHP a
Da die FAK in adhärenten Z
CHP auf die intrazellulär
Immunfluroreszenz-Färbung
Abbildung. 3.15a zeigt deutli
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(Abb. 3.15b).
Abbildung 3. 15 Nachweis der FA
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3.1.9 Einfluss von CHP auf Apoptose
Die Abnahme der Zahl vitaler Zellen unter CHP-Behandlung deutete auf eine mögliche
Induktion von Apoptose durch CHP hin. Mit Hilfe der Western-Blot-Technik wurde die
Aktivierung von Caspase3 untersucht, um so Apoptose nachweisen zu können. Die
Aktivierung von Caspase3 verläuft in zwei Schritten. Procaspase3 mit einem
Molekulargewicht von 32kD (p32) wird zunächst proteolytisch in die beiden Untereinheiten
p12 und p20 gespalten. Aus dem 20 kD-Fragment wird in einem zweiten Proteolyseschritt die
aktive Caspase3 von 17kD (p17) gebildet. Während der erste Schritt unspezifisch von
verschiedenen Proteasen und auch Nicht-Caspasen katalysiert werden kann, erfolgt der zweite
Schritt vor allem autokatalytisch75,76.
In den über 24 Stunden mit CHP inkubierten Zellen konnte das für aktivierte Caspase3
typische Protein von 17kD gefunden werden. Die Expression dieses an Apoptoseprozessen
beteiligten Enzyms war nach 48 Stunden deutlich erhöht (Abb.3.16).
Der Caspase3-Inhibitor zDEVD-fmk konnte die Autoprozessierung zur aktiven p17-
Untereinheit verhindern. Dementsprechend nahm die Expression der p20-Untereinheit zu
(Abb.3.16). Dies zeigte, dass die initiale Proteolyse des Enzyms nicht Caspase3 abhängig
war.
Abbildung 3. 16 Analyse der Caspase-Aktivierung.
Nach Herstellung von Proteinextrakten folgte die Analyse mittels Immunoblotting mit spezifischen Antikörpern
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Ein weiteres, charakteristisches Zeichen der Apoptose ist die Degradation der genomischen
DNA in multiple Fragmente, die als DNA-Leiter dargestellt werden kann. Die
elektrophoretische Auftrennung der DNA aus 24 Stunden oder 48 Stunden mit 10mM CHP
behandelten Zellen zeigte die typische DNA-Leiter, die in den unbehandelten Kontrollen
nicht nachzuweisen war (Abb. 3.17).
Abbildung 3. 17 DNA-Degradation.
Die isolierte DNA wurde in einem 1,5%, Ethidiumbromid enthaltenden Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar gemacht.
Weiterhin wurde der Einfluss von CHP auf das anti-apoptotische Protein Bcl2 untersucht. Der
Nachweis mittels Western Blotting zeigte, dass es nach 48-stündiger Inkubation mit CHP zu
einer Spaltung und Inaktivierung des Bcl2 Proteins mit Erscheinen eines Fragments von etwa
17 kD kommt (Abb. 3.18). Parallel dazu konnte auch das gespaltene PARP-Protein von 85 kD
nachgewiesen werden (Abb. 3.18). Dies stellt ebenfalls ein für die Apoptose
charakteristisches Merkmal dar. Die durch Degradation von Caspase3 und PARP sowie die
Bcl2-Spaltung nachgewiesene, CHP-induzierte Apoptose, konnte durch Vorbehandlung der
Zellen mit einem Breitspektrum-Proteaseinhibitor verhindert werden (Abb. 3.16 und Abb.
3.18). Während die Fragmentierung von Caspase3 die Aktivierung des Enzyms bewirkte,
resultierte aus der Degradation von PARP und Bcl2 die Inaktivierung dieser anti-
apoptotischen Proteinfaktoren. Insgesamt konnte aus der CHP-induzierten Fragmentierung
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Abbildung 3. 18 Induktion von Apoptose durch CHP. Analayse von PARP und Bcl2.
Nach Herstellung von Proteinextrakten folgte die Analyse mittels Immunoblotting mit spezifischen Antikörpern
gegen (poly (ADP) ribose polymerase (PARP) und Bcl2. PI, Proteaseinhibitor. CI, Caspase-Inhibitor zDEVD-
fmk (100µM) .
3.1.10 Verlust der Adhärenz und Überleben
Um zu zeigen, dass die CHP induzierte Apoptose nicht eine Folge des Adhärenzverlustes ist,
wurde das Überleben der Zellen in Suspensionskulturen mit denen in Monolayer-Kulturen
verglichen. Da die Zellen den gleichzeitigen Entzug von FCS und Adhärenz nicht vertrugen,
wurden diese Versuche mit 10% FKS enthaltenem DMEM als Zellkulturmedium
durchgeführt.
Die Anzahl der metabolisch aktiven Zellen war in der Suspension tatsächlich um etwa 15%
geringer als in der Monolayer-Kultur. Allerdings war die Abnahme nach CHP-Behandlung
mit etwa 40% deutlich stärker, wobei die CHP-vermittelte Reduktion der Abnahme durch
CHP in der Suspensions- und Monolayer-Kultur keinen signifikanten Unterschied aufwies
(Abb. 3.19).
Mikroskopisch zeigte sich, dass die Zellen in Suspensionskultur stark zu Aggretation neigten
und Sphäroid-ähnliche Strukturen bildeten (Abb. 3.20a). CHP verhinderte diese Reaktion, so
dass die Suspensionszellen größtenteils vereinzelt blieben (Abb. 3.20b).
Auch bei der Untersuchung der FAK konnten keine wesentlichen Unterschiede zwischen





Abbildung 3.19 Verhalten der DSL6A-Zellen in Suspension.
Um das Anheften der Zellen zu verhindern, wurden die wells der Platte vorher mit 2% Agarose beschichtet. Das
Überleben der Zellen wurde 4 Stunden nach Zugabe der CellTiterAQueous Lösung an Hand des Umsatz des
MTS Salzes gemessen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± Standardfehler relativ zu den unbehandelten,
adhärent wachsenden Kontrollen dargestellt (n=6); *p< 0,05.
Abbildung 3.20 Verhalten der DSL6A-Zellen in Suspension.
Einfluss von CHP auf die Morphologie der DSL6A-Zellen in Suspension. Die Zellen wurden in 6well-Platten
eingesät, die wie unter Abb. 3.19 beschrieben mit Agarose beschichtet waren (a) Kontrolle (b) Zusatz von 10mM
CHP (Phasenkontrast-Mikroskopie, 100fache Vergrößerung).
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Abbildung 3.21 Analyse des FAK-Levels bei Wachstum der Zellen in Suspension.
Nach Herstellung von Proteinextrakten erfolgte die Analyse mittels Immunoblotting unter Benutzung eines FAK
spezifischen Antikörpers.
3.2 Humane Karzinom-Zelllinien
Nach den Ergebnissen mit der Ratten-Zelllinie DSL6A wurden die Versuche auf humane
Karzinom-Zelllinien ausgedehnt, um hier die CHP-Wirkung zu bestätigen oder
gegebenenfalls mögliche Unterschiede zu finden. Wir verwendeten die Zelllinien Capan2,
Panc1 und MiaPaCa. Diese unterscheiden sich hinsichtlich ihres Differenzierungsgrads
(Capan2: G1, MiaPaCa und Panc1: G3) und weisen verschiedene Mutationen in
Tumorsuppressor- bzw. Onkogenen auf (siehe Material und Methoden, Zellkultur, Tab. 2.1).
Schon in der mikroskopischen Verlaufsbeobachtung der CHP-Wirkung zeigten sich
Unterschiede zu den DSL6A-Zellen. Wie in Abbildung 3.22b zu erkennen, begann erst nach
vier Tagen unter CHP die Abrundung der Capan2-Zellen. Dies war ein deutlich längeres
Zeitintervall verglichen mit den DSL6A-Zellen. Dort begann der Ablöseprozess schon nach 8
Stunden und betraf nach 24 Stunden fast alle Zellen.
Abbildung 3.22 Einfluss von CHP auf Morphologie der Capan2-Zellen.
a) Kontrolle b) 4Tage 10mM CHP (Phasenkontrast-Mikroskopie, 100fache Vergrößerung).
















Neben der Differenz bei der Zeitabhängigkeit der CHP-Wirkung auf morphologischer Ebene
unterschied sich auch das Resultat des Zellproliferationstests von den DSL-Zellen.
Unter gleichen Bedingungen zeigte sich zwar auch bei den Capan2-Zellen eine CHP
verursachte Hemmung der Proliferation, jedoch war diese wesentlich schwächer ausgeprägt.
Nach 24-stündiger Inkubation mit 10mM CHP fand sich eine Reduktion des BrdU-Einbau auf
44% des Kontrollwerts (Abb. 3.23), bei den DSL-6A Zellen auf etwa 20%.
Abbildung 3.23 Hemmung der Proliferation der Capan2-Zellen.
Messung des BrdU-Einbau von Capan2- Zellen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± Standardfehler relativ zu
den unbehandelten, adhärent wachsenden Kontrollen dargestellt ((n=6); *p< 0,05).
Diese Resultate und Beobachtungen ließen auch in der Signaltransduktion Unterschiede
erwarten, so dass nun auch die humanen Karzinomzellen auf ER-Stress und FAK-Proteolyse
untersucht wurden. Hier zeigte sich bei den Capan2-Zellen im Western Blotting eine hohe
konstitutive Expression des GRP78, die durch CHP nicht beeinflussbar war (Abb.3.24).
Abbildung 3.24 Einfluss von CHP auf Capan2-Zellen.
Einfluss von CHP auf GRP78 und PARP. Nach Herstellung von Proteinextrakten erfolgte die Analyse mittels
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Auch die Panc1-Zellen zeigten ein basales GRP78-Signal in unbehandelten Zellen, hier kam
es aber unter CHP zu einer Steigerung der GRP78-Expression auf Proteinebene. Der Anstieg
der GRP78-Expression war im Verlauf jedoch schwächer und dauerte deutlich länger als bei
den DSL6A-Zellen.
So war ein Anstieg des GRP78-Signals erst nach 24 Stunden unter 10mM CHP nachweisbar,
um schließlich nach 72-stündiger CHP-Inkubation deutlich zu zunehmen (Abb.3.26). Im
Vergleich dazu fand sich bei den DSL6A-Zellen schon nach 6 Stunden unter 10mM CHP ein
deutlicher Anstieg der GRP78-Expression, die nach 24-stündiger CHP-Inkubation schon ihr
Maximum erreichte.
Abbildung 3.25 Analyse des FAK-Levels bei Capan2-Zellen.
Analyse mittels Immunoblotting unter Benutzung eines FAK spezifischen Antikörpers. Zum Nachweis gleicher
Proteinbeladung wurden die Membranen gestrippt und mit einem für -Actin spezifischen Antikörper reprobt.
Abbildung 3.26 Einfluss von CHP auf GRP78 bei Panc1-Zellen.
Nach Herstellung von Proteinextrakten erfolgte die Analyse mittels Immunoblotting unter Benutzung eines
GRP78 spezifischen Antikörpers. Zum Nachweis gleicher Proteinbeladung wurden die Membranen gestrippt
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Hinsichtlich des PARP-Signals kommt es bei den Capan2-Zellen unter CHP zu keiner
Veränderung (Abb. 3.24).
Ähnlich wie die Capan2-Zellen verhielten sich auch die MiaPaCa-Zellen in Bezug auf
GRP78. Diese Zellen besitzen ebenfalls eine basale GRP78-Expression, die sich unter CHP
Inkubation, ob mit oder ohne FCS, nicht veränderte (Abb. 3.27).
Hinsichtlich des FAK-Signalweges zeigten die MiaPaCa-Zellen Ähnlichkeiten zu den
DSL6A-Zellen. CHP führte zur Abnahme des FAK-Proteinexpression mit zeitgleicher
Fragmentierung, wobei sich jedoch die Fragmentgröße unterschied (Abb. 3.27). Weiterhin fiel
auf, dass sich bei MiaPaCa-Zellen, die mit bzw. ohne FKS-haltigem Medium inkubiert
wurden, unterschiedliche Fragmente nachweisen ließen. So zeigte sich ein Fragment von etwa
90 kD nur bei den MiaPaCa-Zellen, die mit 10mM CHP in FKS-haltigem Medium inkubiert
worden waren. Im Gegensatz dazu trat bei den mit Medium ohne FKS inkubierten MiaPaCa-
Zellen ein Fragment mit kleinerem Molekulargewicht in den Vordergrund. Es war schon in
den unbehandelten Zellen nachweisbar, nahm aber unter CHP-Behandlung in seiner Intensität
ab. Dagegen zeigte dieses Fragment bei Zellen in FKS-haltigem Medium keine Veränderung
unter CHP.
Wie Abbildung 3.25 zeigt, besitzen Capan-2 Zellen eine starke FAK-Expression, die unter
48-stündiger CHP-Inkubation kaum abnimmt. Auch eine durch CHP verursachte
Fragmentierung der FAK war nicht erkennbar.
Abbildung 3.27 Analyse des FAK-Levels und GRP78-Levels bei MiaPaCa-Zellen.
Nach Herstellung von Proteinextrakten erfolgte die Analyse mittels Immunoblotting unter Benutzung eines FAK
spezifischen Antikörpers. Zum Nachweis gleicher Proteinbeladung wurden die Membranen gestrippt und mit





Um auch die biologischen Wirkung von CHP auf eine Fibroblastenpopulation zu analysieren,
wurden zusätzlich Versuche mit Stellate-Zellen des Ratten-Pankreas unternommen. Diesen
Zellen wird auch eine Bedeutung für die Entwicklung des Pankreaskarzinoms zugeschrieben
(siehe Einleitung).
Im Vergleich zu den Karzinom-Zelllinien waren die morphologischen Veränderungen sowohl
primärer (PSZ) als auch immortalisierter (LTZ14) Stellate-Zellen während der CHP-
Inkubation weniger deutlich ausgeprägt. PSZ bildeten auch nach 24 Stunden einen
geschlossenen Monolayer, bei den LTZ14 hatte sich nur ein geringer Teil abgerundet oder
abgelöst (Abb. 3.28 a-d).
Abbildung 3.28 Einfluss von CHP auf Morphologie von Stellate-Zellen.
Adhärent wachsende Kontrolle der pankreatischen Stellate-Zellen (PSZ) (a) und Inkubation der PSZ mit 10mM
CHP für 24 Stunden (b). Adhärent wachsende Kontrolle der immortalisierten, pankreatischen Stellate-Zelllinie
LTZ14 (c) und Inkubation der LTZ14 mit 10mM CHP(d), 10ng/ml PDGF(e) und CHP + PDGF(f)







Die Untersuchung der Proliferation erbrachte eine zeit- und dosisabhängige Hemmung des
BrdU-Einbaus durch CHP. Die PSZ reagierten bei CHP-Dosen von 10mM mit einer etwas
stärkeren Hemmung als die LTZ14 (Abb. 3.29 und 3.30).
Dagegen war eine Dosis von 0,1mM CHP bei den primären Stellate-Zellen fast wirkungslos,
während die LTZ14 auf diese Konzentration mit einer Abnahme des BrdU-Einbau auf etwa
75% des Kontrollwertes reagierten (Abb. 3.30).
PDGF ist als Stimulator der Stellatezell-Proliferation beschrieben worden66,67,77,78. Dieser
Wachstumsfaktor wurde nun zusammen mit CHP untersucht. Wie erwartet, führte die
alleinige Inkubation mit 10ng/ml bzw. 1ng/ml PDGF zu einer dosisabhängigen, signifikanten
Steigerung des BrdU-Einbaus auf über 250% bzw. 150% des Kontrollwertes. Wurden die
LTZ14 jedoch mit 10mM CHP und PDGF zusammen inkubiert, konnte die
wachstumsstimulierende Wirkung von PDGF durch CHP überwunden werden (Abb. 3.31).
In der Phasenkontrast-Mikroskopie zeigte sich, dass die PDGF-Gabe zu einem
„gitternetzartigen“ Wachstum der Stellate-Zellen führte. Die zusätzliche CHP-Gabe
verhinderte auch vollständig dieses Wachstumsverhalten der Zellen (Abb. 3.28a e, f).
So hemmte CHP auch die durch PDGF stimulierte Proliferation der Stellate-Zellen.
Abbildung 3.29 Einfluss von CHP auf die Proliferation von PSZ.
Die Zellen wurden in 10% FKS enthaltendem DMEM suspendiert und in 96well Zellkultur-Platten eingesät (1x
104 Zellen/well Adhärente Zellen wurden für 24 Stunden mit 0,1mM, 0,5mM, 1mM, 10mM CHP und 10mM
CHP + 20mM L-Prolin inkubiert. Die Zugabe von BrdU erfolgte zeitlich so, dass die Zellen insgesamt 20





























10 5 1 0,5 0,1 10 CHP [mM]








Abbildung 3.30 Einfluss von CHP auf die Proliferation LTZ14-Zellen.
Die Zellen wurden in 10% FKS enthaltendem DMEM suspendiert und in 96well Zellkultur-Platten eingesät
(3x103 Zellen/well). Adhärente Zellen wurden für 24 Stunden mit 0,1mM, 0,5mM, 1mM, 10mM CHP und
10mM CHP + 20mM L-Prolin inkubiert. Die Zugabe von BrdU erfolgte zeitlich so, dass die Zellen insgesamt 20
Stunden mit BrdU inkubiert waren. Dann wurde der BrdU-Einbau quantifiziert.
Abbildung 3.31 Einfluss von CHP auf Morphologie und Proliferation von Stellate-Zellen.
Einfluss von CHP und PDGF auf Proliferation der LTZ14. Die Zellen wurden wie unter (B) beschrieben
kultiviert und mit 10ng/ml bzw. 1 ng/ml PDGF ohne oder mit 10mM CHP behandelt. Danach folgten die
Inkubation mit BrdU (siehe unter (B)) und die Messung des BrdU-Einbaus. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte
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4.1.1 Wachstumshemmung und Adhärenzverlust
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Prolinanalogon cis-Hydroxyprolin
(CHP) eine wachstumshemmende Wirkung auf Tumorzellen sowie auf Fibroblasten hat,
wobei die wirksamen Konzentrationen und die erforderlichen Inkubationszeiten deutliche
Unterschiede zwischen einzelnen Zellpopulationen aufwiesen. Diese Differenzen konnten im
Rahmen der vorgestellten Experimente auf zellspezifische molekulare Mechanismen
zurückgeführt werden.
Die Untersuchungen konzentrierten sich auf die Pankreaskarzinom-Zelllinie der Ratte
DSL6A. Dadurch wurde die Option geschaffen, Ergebnisse der in vitro – Experimente im
orthotopen tierexperimentellen Modell unter Verwendung immunkompetenter Ratten in vivo
zu überprüfen.
Der wachstumshemmende Einfluss von CHP auf die DSL6A-Zellen zeigte eine Zeit- und
Konzentrationsabhängigkeit. Diese Ergebnisse stimmen mit früher beschriebenen Resultaten
bei Fibroblasten, Mammakarzinom- und Retinaepithel-Zellen überein24,25.
Die beschriebene Zeit- und Konzentrationsabhängigkeit der Reduktion des Zellwachstums
durch CHP ist besonders vor dem Hintergrund einer potentiellen therapeutischen in vivo-
Anwendung von Bedeutung und muss bei Behandlungskonzepten berücksichtigt werden.
Ein charakteristisches Merkmal des CHP-Effektes war der Adhärenzverlust der DSL6A-
Zellen. Dieses Phänomen begann ca. 6 Stunden nach CHP-Inkubation mit dem Abrunden der
Zellen, nach 24 Stunden hatten sich etwa 90% der Zellen abgelöst.
In Epithelzellen führt der Verlust der Adhärenz nach kurzer Zeit zur Induktion von Apoptose,
der so genannten Anoikis (griech. Heimatlosigkeit). Im Gegensatz dazu wurde bei
Karzinomzellen eine Resistenz gegenüber Anoikis beschrieben79,80. Auch die DSL6A-Zellen
besitzen eine solche Resistenz, die es möglich machte, die Zellen in Agarose beschichteten
Platten als Suspensionskultur zu halten.
Wurden die DSL6A-Zellen in Suspension gehalten, ohne dass eine gleichzeitige Inkubation
mit CHP erfolgte, überlebten der größte Teil der Zellen 48 Stunden. Bei gleichzeitigem
Entzug von FKS jedoch war die Kultivierung der Zellen in Suspension nicht möglich. Ebenso
reagierten die in Suspension kultivierten Zellen empfindlicher auf CHP als die Zellen in
Monolayer-Kultur.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der durch CHP verursachte Adhärenzverlust der
DSL6A-Zellen weder die Folge von Apoptose noch unmittelbar assoziiert mit dem Absterben
der Zellen war. Es handelte sich bei den aufgrund der CHP-Inkubation abgelösten Zellen zum
großen Teil um vitale Zellen. Erst längere Inkubationszeiten von mehr als 48 Stunden mit
CHP führten bei den DSL6A-Zellen zum Zelltod.
Insgesamt zeigte dies, dass diese Tumorzellen über Mechanismen verfügen, die ihnen
erlauben, sich der Anoikis zu entziehen. Das CHP-induzierte Absterben der DSL6A-Zellen ist





Weder Adhärenzverlust, d.h. Kultivierung in Suspension, noch Entzug von Serum und damit
Wachstumsfaktoren bewirkten allein ein verstärktes Absterben der Zellen. Werden jedoch
beide Faktoren bei der Zellkultivierung verbunden oder kommt eine Inkubation mit CHP
hinzu, so resultiert ein verstärktes Absterben der Zellen.
Daraus ließ sich schlussfolgern, dass die durch CHP induzierten Signalwege mit Integrinen
und Wachstumsfaktoren interagieren.
Für einen gewissen Zeitraum kann offenbar der Ausfall bzw. die Aktivierung eines
Signalweges durch die Zellen kompensiert werden. Hingegen ist beim gleichzeitigen
Auftreten von zwei der oben genannten Faktoren eine Kompensation nicht möglich. Die
Untersuchung der Auswirkung von Inhibitoren von Wachstumsfaktoren- oder Integrin-
Signalwegen in Kombination mit CHP sollte somit einen Ansatz für weitere Versuche bieten.
Um zu untersuchen, ob sich die Wachstumshemmung auch auf der Ebene der regulatorischen
Zellzyklus-Proteine widerspiegelt, wurde das für den Übergang von der G1 zur S-Phase
notwendige CyclinD1 mittels Western Blotting analysiert. Eine Bedeutung von CyclinD1 für
das humane Pankreaskarzinom beschrieben Bankin et al, die eine Überexpression in
fortgeschrittenen PanIn-Formen und im invasiven Karzinom zeigen konnten81.
CHP verursachte eine Abnahme des CyclinD1-Proteinspiegels, die nach 48-stündiger
Inkubation am stärksten ausgeprägt war. Dieser Verlauf zeigte sich somit parallel zur der im
BrdU-ELISA gemessene Wachstumshemmung und ging mit dem Abrunden bzw. dann auch
dem Ablösen der Zellen einher.
Interessant war hier die Tatsache, dass der Breitspektrum-Proteaseinhibitor diesen Effekt
abschwächen konnte. Dieser Befund lässt eine Regulation durch Proteolyse vermuten.
4.1.2 Kollagensynthese und Induktion von HSP47
Verschiedene Autoren sahen die Hemmung der Kollagensynthese und insbesondere von
Kollagen Typ IV mit entsprechender Hemmung des Basalmembranaufbaus als Erklärung für
die CHP-induzierte Wachstumshemmung bei Epithel- und Karzinomzellen an23,25.
Bereits 1975 wurde von Uitto et al. gezeigt, dass nicht-helikales, CHP-haltiges Prokollagen
im ER von tierischen Zellen zurückgehalten wird22. Die molekularen Konsequenzen dieser
Beobachtung konnten die Autoren zu dieser Zeit jedoch noch nicht nachweisen.
Neuere Untersuchungen zur Proteinsynthese haben gezeigt, dass das heat shock protein
(HSP)47 eine essentielle Komponente für die Generierung einer korrekten räumlichen
Kollagenstruktur in der Zelle darstellt. In Bezug auf die Kollagensynthese liegt die Rolle
dieses im ER-Lumen lokalisierten Proteins in der korrekten Faltung der Prokollagen-Ketten.
Bei Untersuchungen zur Fibrose der Leber korrelierte die Syntheserate von HSP47 mit der
Kollegenexpression82,83 bzw. der Anhäufung falsch-gefalteten Kollagens im ER-Lumen82,84-87.
In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen stieg unter dem Einfluss von CHP in den
DSL6A-Zellen der mRNA-Spiegel von HSP47 an. Im Gegensatz zu den Literaturdaten war
jedoch kein Einfluss von CHP auf die Expression von Kollagen Typ IV nachweisbar.
Berücksichtigt man weiterhin, dass DSL6A-Zellen kein Kollagen Typ I synthetisieren, so ist
eine ausschließlich Korrelation zwischen Steigerung der HSP47-Expression und vermehrter
Kollagensynthese eher unwahrscheinlich.
Somit scheint die Erhöhung des HSP47-Spiegel unter CHP eine Anhäufung falschgefalteter
Proteine im ER widerzuspiegeln.
In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Prolinanaloga nicht nur in Kollagen,
sondern auch in andere Proteine eingebaut werden88,89. Baum et al. beschrieben so den Einbau





Dies lässt vermuten, dass auch CHP nicht nur in Kollagen, sondern auch in alle anderen von
der Zelle synthetisierten Proteine eingebaut wird.
Zusammenfassend lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass CHP über komplexe
Mechanismen zur Störung des zellulären Proteinsynthese-Apparates führt.
4.1.3 ER-Stress
Wie bereits ausgeführt, ist eine ausschließliche Wirkung von CHP auf die Kollagensynthese
in den DSL6A-Zellen unwahrscheinlich. Vielmehr kann davon ausgegangen werden, dass die
Beeinträchtigung der Synthese Prolin-haltiger Proteine durch CHP zu einer komplexen
Störung des zellulären Proteinstrukturaufbaus und -metabolismus führt. Die Anhäufung
strukturell veränderter Proteine im endoplasmatischen Retikulum durch CHP kann eine
Stress-Situation in den Zellorganellen induzieren.
Ein Teil der ER-Stress-Maschinerie stellt die unfolded protein response (UPR) dar. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass CHP in den DSL6A-Zellen die Expression von GRP78
und GADD153 induziert. Beide Proteine sind als Indikatoren des UPR (einem Teil des ER-
Stress-Signalwegs) beschrieben worden27,36,39. Dabei waren die Veränderungen auf der
molekularen Ebene - im Gegensatz zu den zellbiologischen Effekten - wenige Stunden nach
CHP-Zugabe nachweisbar. Erhöhte GRP78-Transkriptspiegel fanden sich bereits nach 3-
stündiger Inkubation. Innerhalb von 6 Stunden kam es zu einer deutlichen Induktion beider
Stress-Proteine mit einem Maximum nach 24 Stunden. Die Proteinspiegel von GRP78 in den
Zellen korrelierten mit der mRNA-Konzentration.
Der zeitliche Verlauf des ER-Stress entsprach dem, der von anderen Autoren beschrieben
wurde. Caspersen er al. fanden in der neuroendokrinen Rattenzelllinie PC12 unter dem
Einfluss von Tunicamycin nach 6 Stunden eine Induktion von GRP78 und SERCA2b, bei
Anwendung von DTT sogar schon nach 2-stündiger Inkubation36.
Die von anderen Autoren beschriebene Aktivierung von NF- infolge einer ER-Stress-
Reaktion im Rahmen der ER overload response konnte bei Inkubation der DSL6A-Zellen mit
CHP nicht beobachtet werden7,37,38,90 27. Dies lag an der hohen basalen NF--Aktivität in
den Zellen, die durch CHP nicht weiter gesteigert werden konnte. Eine konstitutive NF--
Aktivierung wurde auch von anderen Autoren in Zusammenhang mit dem humanen
Pankreaskarzinom bzw. für Pankreaskarzinom-Zelllinien beschrieben91,92.
Die Ergebnisse der Untersuchungen zur HSP47-Expression und der Beteiligung von ER-
Stress können so über die Aspekte der früheren Veröffentlichungen aus den 70ziger und
80ziger Jahren hinaus die Wirkung von CHP auf Zellen erklären. Wurde damals die Wirkung
von CHP ausschließlich mit der Störung der Kollagensynthese begründet23-25, ist dies nun in
Zusammenfassung der eigenen Ergebnisse nur ein Aspekt der CHP-Wirkung.
Die Inkubation von Zellen mit CHP führt über den Einbau in Kollagen und wahrscheinlich
andere Proteine zur Störung der zellulären Proteinsynthese. Diese Störung bezieht sich vor
allem auf die räumliche Proteinstruktur und führt zur Anhäufung falschgefalteter Protein im
ER. Diese Bedingungen lösen nun ER-Stress und entsprechende Signalwege wie die unfolded





L-Prolin war in der Lage, die durch CHP verursachten Effekte zu verhindern. Dies konnte bei
der Kombination einer Aminosäure mit deren Analogon wie im Falle des CHP über eine
Kompetition in Bezug auf den Einbau in neu entstehende Proteine erwartet werden.
Wesentlich interessanter war jedoch die Beobachtung, dass die Zugabe von L-Prolin auch den
CHP induzierten ER-Stress stoppen und die zelluläre Homeostase wiederherstellen konnte.
Die von CHP verursachte Zellschädigung war bis zu 24 Stunden reversibel.
Die zellbiologischen Effekte spiegelten sich auch auf der molekularen Ebene wider. Die
Transkriptspiegel von GRP78 erreichten 6 Stunden nach Prolin-Gabe wieder das
Kontrollniveau, während dies auf Proteinebene mehr als 2 Tage dauerte. Nach den
Beobachtungen von Liu et al. ist diese verspätete Abnahme des Proteins auf die lange
Halbwertszeit von GRP78 zurückzuführen34.
Im Verlauf der ER-Stress-Signalkaskade scheint es einen Punkt zu geben, nach dessen
Überschreiten eine Reparatur des Schadens und damit das Weiterleben der Zelle auch nach
Beseitigung der Ursache nicht mehr möglich ist. Dieser ’point of no return’ umfasste
wahrscheinlich verschiedene Faktoren. So könnten die kompensatorischen Maßnahmen der
Zelle - wie z.B. die Induktion des GRP78 - nach längerer Dauer des ER-Stress erschöpft sein
und es könnte als Folge der Zelltod eingeleitet werden.
Für diese Annahme in Bezug auf den Verlauf von ER-Stress bei den DSL6A-Zellen sprachen
zwei Beobachtungen. So war nach 24 Stunden Inkubation mit CHP einerseits das Maximum
des GRP78-Proteinlevel erreicht, anderseits konnte nach 48-stündiger CHP-Inkubation eine
Reversibilität durch L-Prolin nicht mehr beobachtet werden.
Die Verhinderung bzw. Beseitigung der CHP-Effekte durch L-Prolin muss bei dem Einsatz
von CHP zur Entwicklung neuer zytostatischer oder anti-fibrotischer Therapiestrategien
berücksichtigt werden. Die Konzentration von L-Prolin im Blutplasma des Menschen sowie
auch der Ratte wurde mit 0,2mM angegeben. Die Konzentration im Gewebe kann sich
allerdings von der im Blut unterscheiden. Außerdem ist bekannt, dass sich der Protein- bzw.
Aminosäuremetabolismus und somit die aktuellen Aminosäurekonzentrationen im Verlauf
einer Erkrankung verändern. Im Rahmen der chronischen Entzündung der Ratte bei dextrane
sulfate sodium (DSS)- induzierter Kolitis wurde eine Anstieg der Plasmakonzentration von L-
Prolin auf fast 0,3 mM gemessen93.
Für eine Anwendung von CHP bei Patienten müsste daher zunächst eine Bestimmung der
Prolin-Konzentration im entsprechenden Zielgewebe, z.B. im Pankreaskarzinom bzw. in der
Pankreasfibrose, erfolgen. Die Einzeldosis sowie das Applikationsschema von CHP muss
dann so gewählt werden, dass der effektive CHP-Spiegel im Verlauf mehrerer Tage höher als





Der von CHP initiierte Adhärenzverlust sowie die Resistenz gegenüber Anoikis der DSL6A-
Zellen wiesen auf eine Beteiligung der focal adhesion kinase (FAK) hin.
Die focal adhesion kinase (FAK) ist eine 125 kD Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase. Als
Aktivatoren können Wachstumsfaktoren und die Bindung der Zelle an die extrazelluläre
Matrix (EZM) dienen. Entsprechend liegt die FAK in adhärenten Zellen als aktiviertes, d.h.
Tyrosin-phoshoryliertes Protein vor. Dabei ist die FAK in Bereichen der Interaktion von
Integrinen und Zytoskelett mit der EZM, sogenannten focal adhesion oder auch focal
contacts, lokalisiert43-45. Die phosphorylierte FAK bildet Komplexe mit Kinasen der Src-
Familie und anderen Kinasen. Es folgt die Aktivierung von verschiedenen, komplexen
Signalwegen. Diese sind an Zellproliferation und – überleben beteiligt46. Weiterhin liegt die
Rolle der FAK durch ihre Aktivität als Kinase und auch als Adaptorprotein in der Regulation
des Turnovers von focal adhesions und damit der Migration der Zelle.
Der unter CHP-Inkubation charakteristische Adhärenzverlust der Zellen sowie ihre gewisse
Resistenz gegenüber Anoikis führten zur Frage der zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen. Da die focal adhesion kinase (FAK) in Zusammenhang mit beiden Effekten
von Bedeutung ist, erfolgte die nähere Untersuchung dieser Kinase.
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Ablösen der DSL6A-Zellen unter
dem Einfluss von CHP von einer Degradation und damit Inaktivierung der FAK begleitet
wurde. Mehrere Autoren haben bereits einen Zusammenhang zwischen Zelladhärenz und
FAK-Aktivität beschrieben74,94,95. Die durch CHP verursachte Störung der Zellfunktion war
mit einer proteolytischen Fragmentation und Inaktivierung der FAK in den DSL6A-Zellen
verbunden.
Verschiedene Arbeiten lassen vermuten, dass die FAK essentiell für die Integrin-vermittelte
Transduktion extrazellulärer Signale ist und zur Aktivierung verschiedener intrazellulärer
Signalwege führt43,44,46,95,96. Eine Aktivierung der FAK durch Phosphorylierung ist für
verschiedene Zellpopulationen als Reaktion auf die Integrinbindung mit extrazellulären
Liganden beschrieben worden45,46,90. Zusätzlich berichten verschiedene Veröffentlichungen
über die Regulation der FAK-Aktivität durch limitierte Proteolyse55,57.
Die Rolle der FAK im Rahmen der Apoptose der DSL6A-Zellen, d.h. der Anoikis und die
hierbei beobachteten Resistenz der DSL6A-Zellen, ist schwieriger zu beurteilen. So führte der
Adhärenzverlust in Epithelzellen zur Anoikis. Vachon et al. zeigten hierbei eine Abnahme des
FAK-Proteins 13 Stunden nach Induktion von Anoikis durch Kultivierung der Zellen in
Suspension97. Ob die Abnahme des FAK-Proteins durch Proteolyse oder verminderte
Expression verursacht war, wurde von den Autoren nicht untersucht.
Im Gegensatz dazu beschrieb Hungerford et al., dass Inkubation von Fibroblasten mit einem
inhibitierenden FAK-Antikörper schon nach 4 Stunden zur Apoptose führte98. Die von CHP
induzierte proteolytische Fragmentierung in den DSL6A-Zellen war dagegen nicht
unmittelbar mit dem Zelltod assoziiert. Auch das Ablösen der Zellen wurde erst nach längerer
Inkubation mit CHP beobachtet, so dass der Zeitverlauf für eine FAK-Proteolyse mit
nachfolgendem Adhärenzverlust spricht. Darüber hinaus zeigten die in Suspension gehaltenen
DSL6A-Zellen keine Degradation der FAK.
Den genannten Aspekten zu Folge ist die unter CHP-Inkubation auftretende FAK-Proteolyse
für den Adhärenzverlust der Zellen (mit)verantwortlich. Die Möglichkeit einer FAK-
Degradation als Folge von Adhärenzverlust kann somit ausgeschlossen werden.
Aus dem Zeitverlauf bezüglich FAK-Proteolyse, Adhärenzverlust und Zelltod lassen sich




Da ein Intervall von mehreren Stunden zwischen der FAK-Proteolyse und dem Eintritt der
Apoptose lag, ist ausgeschlossen, dass die FAK-Proteolyse die Folge von Apoptose ist. Es
scheint eher, dass die Inaktivierung der FAK zum Eintritt der Zelle in die Apoptose führt oder
zumindest daran beteiligt ist.
Hinsichtlich des durch CHP induzierten Adhärenzverlustes könnten auch weitere Faktoren
eine Rolle spielen. Von Kabir et al. wurde bei der Inkubation von Endothelzellen mit
Stautoporine gezeigt, dass der Proteolyse eine Dephosphorylierung der FAK vorausgeht. Die
Autoren beschrieben jedoch auch bei den gleichen Zellen, dass bei Behandlung mit dem
Proteinsynthese-Inhibitor Cycloheximid die Proteolyse der FAK im Vordergrund ihrer
Inaktivierung steht99. Dabei ist interessant, dass Cycloheximid in Bezug auf die FAK-
Proteolyse einen ähnlichen Zeitverlauf zeigte, wie die unter CHP-Inkubation auftretende
Proteolyse der FAK. Bei beiden Substanzen findet sich eine relevante Degradation dieser
Kinase nach 24-stündiger Inkubation.
In der Zusammenfassung der Befunde lässt sich schlussfolgern, dass die von CHP initiierte
ER-Stress-Kaskade zu einer Aktivierung oder/und Induktion von intrazellulären Protease(n)
führt, deren Substrat u.a. das FAK-Protein darstellt. Diese Hypothese konnte durch den
Einsatz von Protease-Inhibitoren bestätigt werden.
Erstaunlicherweise ließ sich durch L-Prolin-Gabe das ursprüngliche Niveau des FAK-Proteins
wieder herstellen. Dieses Resultat unterstützt die Annahme, dass die proteolytische FAK-
Degradation eine Folge der ER-Stress Kaskade ist.
Frisch et al. haben gezeigt, dass die konstitutive FAK-Aktivierung in Epithelzellen ein
Schutzmechanismus zur Verhinderung von Anoikis, d.h. der durch Adhärenzverlust
induzierten Apoptose darstellt74. Anderseits konnte durch Hemmung der FAK-Aktivität in
Mammakarzinomzellen Apoptose induziert werden100.
Die erhöhte Resistenz der DSL6A-Zellen gegenüber Anoikis, die auch ein Kultivieren der
Zellen in Suspension ermöglichte, wird vermutlich nur zum Teil durch Veränderung der FAK
und ihrer Regulation verursacht. So scheint auch die fehlende Degradation der FAK bei den
in Suspension kultivierten Zellen komplexere molekulare Ursachen zu haben. Deren
Abklärung müsste Ziel weiterführender Arbeiten sein.
Insgesamt weisen diese Befunde auf eine Schlüsselrolle der FAK bei der Transduktion von
anti-apoptotischen Signalen in Karzinomzellen hin. Damit stellt das Enzym ein interessantes
Targetmolekül für die Entwicklung von Tumortherapiestrategien dar.
Ein weiterer Aspekt der FAK-Proteolyse ist die Frage nach der dafür verantwortlichen
Protease(n). Die Degradation der FAK wurde von verschiedenen Autoren beschrieben.
Cooray et al. konnten bei der Untersuchung von humanen Thrombozyten Calpain als die
verantwortliche Protease identifizieren54. Unter Benutzung eines Models der onkogenen
Transformation infolge eines retroviralen Gentransfers von v-src, wurde von Carragher et al.
gezeigt, dass das Ablösen der Zellen mit einer durch Calpain verursachten FAK-Degradation
verbunden ist. Weiterhin waren Adhäsionsverlust und Apoptose nach Ausschalten der v-src-
Aktivität das Resultat einer Caspase-vermittelten FAK-Proteolyse. Hierbei wurde die
verantwortliche Caspase von den Autoren nicht identifiziert 101.
Diese Daten anderer Autoren und die eigenen Ergebnisse vor allem hinsichtlich der
Beeinflussbarkeit durch den Proteaseinhibitor lassen vermuteten, dass die Regulation der
FAK-Aktivität durch Proteolyse ein ubiquitäres Prinzip darstellt.
Die dafür verantwortliche(n) Protease oder Proteasen scheinen unter verschiedenen




Diese Schlussfolgerung konnte von Gervais et al. experimentell gestützt werden. Die Autoren
beschrieben Unterschiede zwischen Mensch und Ratte/Maus in Bezug auf die durch Caspase3
verursachte FAK-Proteolyse und der Größe der entstehenden Fragmente57.
Für die Proteolyse der FAK kommen neben dem erwähnten Calpain und mehreren möglichen
Caspasen auch Mitglieder der Gruppe der Serinproteasen, z.B Omi/HtrA2 102,103 oder auch
Cathepsine in Frage.
In unserem experimentellen System konnte eine wesentliche Beteiligung der Caspase3 und 7
aus der FAK-Degradation weitgehend ausgeschlossen werden, da unter Verwendung eines
spezifischen Inhibitors die proteolytische Fragmentierung des Enzyms nicht beeinflussbar
war. Nur durch Verwendung eines Breitspektum-Proteaseinhibitors konnte eine FAK-
Degradation verhindert werden. Diese Tatsache lässt vermuten, dass wahrscheinlich mehrere
Proteasen an der FAK-Degradation beteiligt sind.
Da die Inaktivierung der FAK sowohl durch Proteolyse als auch durch Dephosphorylierung
im Rahmen des focal adhesion- Turnover bei der Zell-Migration eine wichtige Rolle
spielt43,45,90,95, könnte eine CHP induzierte FAK-Proteolyse auch zu erhöhter Migration und
damit Invasivität der Karzinomzellen beitragen. In diesen Zusammenhang passt die
Beobachtung, dass CHP –Dosen im Bereich von 10-5M die Migration von Endothel-Zellen
induzieren, während höhere Dosen hemmend wirkten104.
Aufgrund der sehr komplexen Regulation der FAK und auch von zu erwartenden Zelltyp-
Unterschieden kann eine migrations- und damit invasivitätsfördernde Wirkung von CHP nicht
endgültig ausgeschlossen werden, auch wenn dies eher unwahrscheinlich ist. Hier müssten
weiterführende Arbeiten, vor allem zur Migration, folgen.
Den eigenen Ergebnissen zufolge war die CHP induzierte FAK-Proteolyse eher apoptotisch
als migrationfördernd. Außerdem lagen die verwendeten Dosen deutlich über 10-5M, so dass
auch hier keine Induktion der Zellmigration zu erwarten war. Daneben berichteten viele
Autoren über die Wachstumshemmung von Tumoren durch FAK-Inaktivierung52,100,105,106
oder beschrieben die Bedeutung der FAK-Überexpression bei der Tumorprogression49-51,107-
111. Eine Hemmung der FAK wurde somit eher als vorteilhaft für die Inhibition des
Tumorwachstums angesehen. Neuere Arbeiten zeigen weiterhin Unterschiede bei der FAK-
Regulation bei der Migration von Tumorzellen und Nicht-Tumorzellen7,47,90.
Weiterhin soll die epidermal growth factor (EGF) induzierte Tumor-Zell Invasivität und
Metastasierung durch FAK-Inaktierung mittels Dephosphorylierung vermittelt sein112. Die
EGF-Rezeptorfamilie und deren Liganden sind beim Pankreaskarzinom sehr oft
überexprimiert und auch ihre autokrine Regulation spielt bei der Tumorprogression eine
wichtige Rolle7,104,113. In diesen Kontext einer möglichen Interaktion von FAK- und EGF-
Signalwegen würden auch die schon in Abschnitt 4.1.1 aufgeführten Schlussfolgerungen
bezüglich dem Entzug von Serum und der damit verbundenen fehlenden Möglichkeit einer
Kultivierung in Suspension passen.
Der Zusammenhang zwischen EGF und FAK-Signalweg hinsichtlich einer möglichen Rolle
von CHP bei der Chemotherapie könnte so einen wichtigen Aspekt und den neuen Ansatz für
weitere Versuche darstellen, insbesondere da mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib oder






ER-Stress ist von verschiedenen Autoren in Zusammenhang mit der Apoptose untersucht
worden35,40,116. Davon unabhängig haben andere Autoren auch eine Verbindung zwischen der
Inaktivierung der focal adhesion kinase (FAK) und der Apoptose beschrieben. So soll die
FAK-Inaktivierung zum einen als Auslöser von Apoptose eine Rolle spielen, zum anderen
aber auch nur in ihrem Rahmen auftreten46,117-119.
Da CHP sowohl ER-Stress als auch eine FAK-Proteolyse verursachte, stellte sich die Frage
nach der möglichen Induktion von Apoptose. Es konnte gezeigt werden, dass CHP eine
Aktivierung von Caspase3, Bcl2 und einer PARP-Proteolyse verursacht. Außerdem konnte
auch nachgewiesen werden, dass es durch CHP zur Degradation der genomischen DNA in ca.
200bp Fragmente, der so genannten DNA-Leiter kommt. Diese Ergebnisse sind als Merkmale
der Apoptose zu sehen72.
Der CHP-induzierte ER-Stress führte auch zur Degradation von Bcl2 und damit zur
Inaktivierung dieses anti-apoptischen Proteins. Die Rolle dieses Faktors wurde auch in
anderen Arbeiten in Zusammenhang mit ER-Stress und Apoptose beschrieben. McCullough
et al. diskutierten, dass die pro-apoptotische Wirkung des Faktors GADD153 zum Teil auf
einer Verminderung der Bcl2-Expression beruht120. Eine mögliche Degradation des Bcl2-
Proteins wurde von diesen Autoren jedoch nicht untersucht.
Wurde vor einigen Jahren der Zelltod streng in Apoptose und Nekrose unterteilt, gibt es
inzwischen die Ansicht, dass beide Prozesse Gemeinsamkeiten aufweisen. Der Begriff
Apoptose-ähnlicher, programmierter Zelltod beschreibt Caspase-unabhängige Apoptose, ohne
jedoch die Beteiligung von Caspasen ganz auszuschließen121-125. Auch wird die Rolle von
Caspasen nicht nur auf die Apoptose beschränkt gesehen. Sie scheinen auch weitere
Aufgaben zu haben, z.B. Caspase1 bei der Synthese von Zytokinen126.
In Bezug auf die FAK-Proteolyse durch CHP wurde schon die Rolle von Caspasen und
anderen, möglicherweise beteiligten Proteasen diskutiert.
Die Aktivierung von Caspase3 verläuft in zwei Schritten. Durch Proteolyse von Procaspase3
(p32) entstehen eine 12kD (p12) und eine 20kD (p20) große Untereinheit, die in einem
zweiten Schritt zu einer 17kD (p17) großen Untereinheit, der aktiven Caspase3, proteolytisch
gespalten wird. Während der erste Schritt von vielen Proteasen und auch Nicht-Caspasen
induziert werden kann, ist der zweite vor allem autokatalytisch durch Caspase3 vermittelt75,76.
Der Caspase3-Inhibitor zDEVD-fmk verhindert die Caspase-Aktivierung, da er die
Autoprozessierung zur p17-Untereinheit inhibiert. Entsprechend nimmt die p20-Untereinhei
zu. Dies beweist die Wirksamkeit des verwendeten Caspase-Inhibitors zDEVD-fmk.
Darüber hinaus zeigt dieses Ergebnis, dass die initiale Proteolyse der Procaspase auch unter
diesen Bedingungen stattfindet. Über die hierfür verantwortliche Protease kann ebenfalls nur
spekuliert werden. Insgesamt scheint es so auch im Falle des durch CHP verursachten
Zelltods fraglich, ob dieser allein Folge einer Aktivierung der Caspase-Kaskade ist. So konnte
der Caspase-Inhibitor weder das Ablösen der Zellen noch die FAK-Proteolyse oder den
Zelltod der DSL6A-Zellen unter CHP aufhalten. Trotz einer nachgewiesen Aktivierung von
Caspase3, sind somit Caspasen im Fall des CHP verursachten Zelltod zwar beteiligt, spielen
aber nicht die Hauptrolle.
Aufgrund der genannten Aspekte sollte man auch bei dem CHP-induzierten Zelltod von
Apoptose-ähnlichem, programmiertem Zelltod sprechen. Auch der Zelltod nach Tunicamycin
induziertem ER-Stress wird von eigenen Autoren zur dieser Art des Zelltod gerechnet, mit




bei verschiedenen Karzinomzellen nach Inkubation mit einem Ca2+-Kanalinhibitor (A23187)
zwar die Caspase3-Aktivierung durch die Inhibitoren zVAD-fmk oder zDEVD-fmk
verhindert werden kann, nicht jedoch der Zelltod127.
Unter Berücksichtigung der eigenen Ergebnisse liegt es insgesamt nahe, den CHP
verursachten Zelltod als Apoptose-ähnlichen, programmierten Zelltod zu bezeichnen.
4.1.7 ER-Stress: Aktivierung von Proteasen
Wie im Abschnitt 4.1.5 ausführlich dargestellt, verursacht CHP eine Proteolyse der focal
adhesion kinase (FAK). Hierbei wurden auch schon die Aspekte erläutert, die zur Annahme
führen, dass die reversible Aktivierung von Proteasen Konsequenz der CHP induzierten ER-
Stress-Maschinerie ist.
In mehreren Arbeiten anderer Autoren konnte die ER-Stress vermittelte Aktivierung
verschiedener Proteasen gezeigt werden34,40,41,128,129. Rao et al. beschrieben Zusammenhänge
zwischen ER-Stress-Induktion und Aktivierung mehrer Caspasen mit anschließender
Apoptose40,41. Auch die Aktivierung von Calpain oder auch die Interaktion zwischen
Caspasen und Calpain wurde als Folge von ER-Stress beschrieben42.
Weiterhin wurde von Egger et al. gezeigt, dass bei ER-Stress die Aktivierung von
Serinproteasen wichtig zu sein scheint, während Caspase-Aktivierung bzw. Calpain und
Cathepsin-Aktivierung nur eine geringe bzw. gar keine Rolle spielen121. So sprechen diese
Autoren dann auch von Apoptose-ähnlichen Zelltod als Folge des ER-Stresses.
Wie bei den eigenen Ergebnissen mit dem Caspase-Inhibitor zDEVD-fmk konnten auch
Egger et al. beobachten, dass während des ER-Stresses die Prozessierung von Procaspase3
durch einen Caspase-Inhibitor (in diesem Fall den Pan-Caspaseinhibitor zVAD-fmk) nicht zu
verhindern war121. Diese Ergebnisse anderer Autoren unterstreichen die eigenen
Beobachtungen mit dem Caspase-Inhibitor zDEVD-fmk.
Wie in Abschnitt 4.1.6 erwähnt, wird die Rolle von Serinproteasen in Zusammenhang mit
Apoptose-ähnlichem Zelltod diskutiert103,121. Ein Beispiel für eine möglicherweise
verantwortliche Serinprotease wäre Omi/HtrA2. Die Rolle von Omi/HtrA2, ein
mitochrondriales Protein mit Serin-Proteaseaktivität, wird auch in Zusammenhang von
Caspase-unabhängigem Zelltod bei humanen Pankreas-Karzinomzellen diskutiert102.
Diese Resultate und die Tatsache, dass die meisten CHP-Effekte durch einen Protease-
Inhibitor verhindert werden konnten, zeigen, dass Proteasen eine Hauptrolle bei der
Vermittlung der durch CHP verursachten Zellschädigung spielen. Wie oben beschrieben, ist
die Aktivierung von Proteasen als Folge von ER-Stress von verschiedenen Autoren
beschrieben worden. Da ein Protease-Inhibitor die Wirkung von CHP verhindern kann,
könnte er auch zu Beginn des ER-Stress-Signalweges als Inhibitor wirken.
Ein möglicher Angriffspunkt könnte dabei die Proteolyse des activating transcription factor
(ATF)6 sein, einem an GRP78 gebundenen Protein. Bindet GRP78 an falschgefaltete
Proteine, setzt es ATF6 frei. Dieses wird jedoch erst durch limitierte Proteolyse im Golgi-
Apparat ins Zytosol freigesetzt, um schließlich im Kern als Transkriptionsfaktor für ER-
Stressproteine wie GADD153 zu wirken39,130. So könnte der Protease-Inhibitor durch
Verhinderung der AFT6-Wirkung möglicherweise die Effekte von CHP verhindern.
Auch hinsichtlich des in Zusammenhang mit der Wachstumshemmung untersuchten
CyclinD1-Proteins und dessen Abnahme unter CHP-Inkubation wäre eine ER-Stress
vermittelte Proteolyse zu diskutieren. Von Zhao et al. wurde eine Erhöhung der CyclinD1-




und eine nachfolgende Protease-Aktivierung könnte so über die Degradation der FAK auch
eine Abnahme von CyclinD1 bewirken. Dies wäre auch eine Erklärung für die Wirkung des
Breitspektrum-Proteaseinhibitors.
Eine weitere Möglichkeit könnte in einer direkten ER-Stress vermittelten Hemmung der
Translation von CyclinD1 liegen. Bei Maus-Fibroblasten konnte ein solcher Effekt von
Brewer et al. im Rahmen einer Behandlung der Zellen mit dem ER-Stressor Tunicamycin
beobachtet werden131.
Es bleibt unklar, welche Proteasen im Einzelnen für die Vermittlung der durch CHP
ausgelösten zellbiologischen Wirkungen verantwortlich sind. Künftige Untersuchungen
sollten sich diesem Problem widmen.
4.1.8 Modell der CHP-induzierten Signalkaskade bei DSL6A-Zellen
Basierend auf den eigenen Daten lässt sich zusammenfassend das in Abbildung 4.1 gezeigte
Modell der durch CHP induzierten Signalkaskade für DSL6A-Zellen aufstellen. Die
Inkubation der Zellen mit CHP führt zum Einbau dieses Prolinanalogons in die von der Zelle
synthetisierte Proteine, d.h. nicht nur in Kollagen, sondern in viele andere Proteine. Dadurch
kommt es zur Störung der Proteinfaltung mit Anhäufung dieser Proteine im
endoplasmatischen Retikulum (ER). Dies löst ER-Stress aus, der an der nachgewiesen
Induktion von GRP78 und GADD153, erkennbar wird, beides Bestandteile eines ER-Stress
Signalweges, des unfolded protein response (UPR).
Weiterhin ist der ER-Stress verantwortlich für die Aktivierung von Proteasen, die schließlich
über die Proteolyse der FAK zum Ablösen der Zellen führen. Darüberhinaus ist die Protease-
Aktivierung auch für die Einleitung des Zelltodes verantwortlich, erkennbar an der Caspase3
















Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich auf Untersuchungen der Pankreaskarzinom-
Zelllinie der Ratte DSL6A. Humane Pankreaskarzinom-Zelllinien wurden als Vergleich
herangezogen. Hier war vor allem die Frage nach möglichen Unterschieden der molekularen
Wirkung von CHP interessant.
Auch bei den humanen Zellen verursachte CHP eine Wachstumshemmung. Jedoch zeigten
sich bei den untersuchten humanen Karzinom-Zelllinien große Unterschiede, nicht nur im
Vergleich zu den DSL6A-Zellen, sondern auch zwischen den einzelnen humanen
Karzinomzelllinien. Unter dem Einfluss von CHP kam es bei den Capan2-Zellen ebenfalls
zum Adhärenzverlust, im Gegensatz zu den DSL6A-Zellen aber mit einer Zeitdauer von vier
Tagen. Auch die Proliferationshemmung war schwächer ausgeprägt.
Dagegen zeigten die MiaPaCa-Zellen einen den DSL6A-Zellen sehr ähnlichen Verlauf, der
Verlust der Adhärenz trat hier auch nach 24-stündiger CHP-Inkubation auf. Der Zeitverlauf
bei den Panc1-Zellen entsprach etwa dem der Capan2-Zellen.
Um zu testen, ob sich die Unterschiede der biologischen Effekte auch auf molekularer Ebene
widerspiegeln, wurden diese drei humanen Karzinom-Zelllinien in Bezug auf GRP78 und
FAK untersucht. Die Panc1 und Capan2-Zellen exprimierten auch unbehandelt hohe GRP78-
Level. Dies wies auf eine konstitutive Expression hin. Nur bei den Panc1-Zellen ließ sich
durch CHP eine weitere Steigerung der GRP78-Expression erreichen, die Capan2-Zellen
wurden hinsichtlich ihres GRP78-Levels nicht beeinflusst.
Diese nicht-beeinflussbare, hohe basale Expression von GRP78 in den Capan2-Zellen ist
vermutlich ein Grund für das schlechte Ansprechen dieser Zellen auf CHP. So könnte die
relativ schwache Wachstumshemmung durch CHP und das verzögerte Ansprechen dieser
Zellen in Bezug auf den Adhärenzverlust zumindest teilweise durch die hohe basale
Expression von GRP78 bedingt sein.
Auch von anderen Autoren wird eine hohe basale Expression von GRP78 in Tumorzellen
beschrieben, vor allem ein Zusammenhang mit einer Resistenz dieser Zellen gegenüber
bestimmten Chemotherapeutika31,132,133. Da CHP trotz dieses Aspekts der hohen basalen
GRP78-Expression in der Lage ist eine, wenn auch schwache, Wachstumshemmung zu
verursachen, kann die Beteiligung anderer molekularer Mechanismen vermutet werden.
Brewer et al konnten zeigen, dass eine basale GRP78-Expression andere Effekte vermittelt als
sie in Folge der ER-Stress induzierten GRP78-Expression auftreten134. So beschrieben diese
Autoren die Rolle einer basalen GRP78-Expression bei der Proteinsynthese unter Nicht-ER-
Stress Bedingungen, reguliert durch verschiedene Mitogene.
Dies könnte bei den humanen Karzinomzellen vielleicht auch die Unterschiede in Bezug auf
die GRP78-Induktion einerseits und das Ansprechen auf CHP sowie die Wachstumshemmung
anderseits erklären. Somit besteht die Möglichkeit, dass die hohe basale GRP78-Expression
der Karzinomzellen durch (autokrine) Wachstumsfaktoren bedingt ist.
Wie bei der GRP78-Expression fanden sich auch hinsichtlich der FAK deutliche
Unterschiede. So konnte nur bei den MiaPaCa-Zellen eine den DSL6A-Zellen ähnliche
Degradation der FAK unter CHP beobachtet werden. Dies würde auch ihre DSL6A-Zellen




Weiterhin bestätigt dieses Resultat, dass die durch CHP verursachte FAK-Proteolyse für den
Adhärenzverlust der Zellen maßgeblich verantwortlich ist.
Die Capan2-Zellen zeigten kaum das von den DSL6A gewohnte Abrundungs- und
Ablösungsverhalten. Erklärbar ist dies durch die fehlende FAK-Proteolyse unter CHP-
Inkubation. Das sehr starke FAK-Signal dieser Zelllinie im Western Blot könnte auf eine
Überexpression der FAK hindeuten. Diese Ergebnisse der humane Karzinomzelllinien
hinsichtlich der FAK-Degradation durch CHP zeigen die Bedeutung dieser Kinase bei
Tumoren.
Eine Überexpression der FAK in Karzinomzellen und deren Auswirkung auf die
Aggressivität bzw. Resistenz dieser Zellen wurde auch von anderen Autoren beobachtet
45,52,90,105,106,135. Insgesamt legen die aus den humanen Karzinom-Zelllinien gewonnen
Ergebnisse nahe, dass die Wirksamkeit von CHP stark von der GRP78- und FAK-Regulation
abhängig ist.
4.3 Pankreatische Stellate-Zellen
Zur Untersuchung der biologischen Wirkung vom CHP auf andere Zellpopulationen wurden
pankreatische Stellate-Zellen in die Experimente einbezogen. CHP war sowohl bei den
primären (PSZ) als auch bei den immortalisierten Stellate-Zellen in der Lage, das Wachstum
zu hemmen. Hierbei zeigte sich eine den DSL6A-Zellen ähnliche Zeit- und
Konzentrationsabhängigkeit. Dagegen fehlte bei diesen Zellen der Adhäsionsverlust, der bei
den DSL6A-Zellen unter CHP-Inkubation zu beobachten war. Darüber hinaus war CHP bei
diesen Zellen auch in der Lage, die Wirkung von PDGF, einem der stärksten Mitogene von
Stellate-Zellen66,67,136, aufzuheben.
Die CHP-vermittelte Wachstumsinhibition von pankreatischen Stellate-Zellen ist sowohl im
Rahmen der Behandlung des Pankreaskarzinoms als auch der chronischen Pankreatitis von
Interesse.
Stellate-Zellen spielen bei der Entstehung der beim Pankreaskarzinom beobachteten
Desmoplasie eine wichtige Rolle. Diese wird von verschiedenen Autoren als ein wichtiger
Faktor in Zusammenhang mit dem Tumorwachstum angesehen137,138. Neben einer durch CHP
verursachten Wachstumshemmung der Tumorzellen selbst, könnte so die Hemmung der
Stellate-Zellen und damit der Desmoplasie ein zusätzlicher Angriffspunkt sein.
Dies bezieht sich zum einen auf die Rolle der Desmoplasie als Wachstumsfaktor-Reservoir
als auch auf ihre Barrierefunktion. Würde durch CHP der Aufbau diese Barriere behindert,
könnte der Tumor für andere Chemotherapeutika bzw. Immunmodulatoren zugänglicher und
sensibler gemacht werden. Eine solche Eigenschaft von CHP würde sich im Rahmen von
Kombinationstherapien nutzen lassen.
Darüber hinaus werden Stellate-Zellen als die wesentlichen Effektorzellen für pro-fibrotische
Mediatoren bei der massiven Ablagerung von extrazellulären Matrix im Rahmen einer
chronischen Pankreatitis angesehen6,136,139. Die Rolle dieser Zellen bei chronischer
Pankreatitis ist dabei vergleichbar mit der hepatischer Stellatezellen bei der Entstehung einer
Leberzirrhose. Somit könnte CHP als Inhibitor der Proliferation von Stellate-Zellen sowie





Die Wirkung von CHP auf pankreatische Stellate-Zellen sollte auch auf einer ER-Stress
induzierten Signalkaskade beruhen wie bei den DSL6A-Zellen. Da sich diese Arbeit aber auf
die Darstellung der biologischen Effekte von CHP auf Stellate-Zellen beschränkte, bleibt die
Untersuchung der molekularen Ebene der CHP-Wirkung bei diesen Zellen weiterführenden
Arbeiten vorbehalten. Interessant sollte hier die Untersuchung der molekularen Unterschiede
bezüglich der focal adhesion kinase (FAK) sein, da Stellate-Zellen nicht das von den DSL6A-
Zellen gewohnte Abrundungs- bzw. Ablösungsverhalten unter CHP-Inkubation zeigen.
4.4 Künftige Fragestellungen
CHP könnte sich aufgrund seiner wachstumshemmenden Eigenschaften bei Karzinom- und
Stellate-Zellen sowohl zur Therapie des Pankreaskarzinoms als auch der Pankreasfibrose
eignen. Um dieses Potential von CHP weiter zu analysieren, müssten Versuche an geeigneten
Tiermodellen folgen.
Unter Berücksichtung der hier beschriebenen Überexpression von GRP78 und FAK bei den
Capan2-Zellen sollte die Frage der Bedeutung dieser beiden Proteine in Bezug auf die relative
Resistenz der Zellen gegenüber einer CHP-Behandlung weiter untersucht werden. Hierbei
konnte zum Beispiel durch Versuche mit antisense-RNA geklärt werden, ob durch eine
zusätzliche Hemmung von GRP78 und/oder FAK ein stärkeres Ansprechen bzw. eine stärkere
Wachstumshemmung zu erreichen ist.
Die Frage nach der für die FAK-Proteolyse verantwortlichen Proteasen sollte ebenso von
großem Interesse sein. Neben einem besseren Verständnis der molekularen Mechanismen
könnte hier auch einer weiterer Grund liegen, warum es bei Zellen wie den Capan2 nicht zur
Proteolyse der FAK kommt. Vermutlich spielt neben einer möglichen FAK-Überexpression
auch das Fehlen oder die Inaktivierung der verantwortlichen Protease eine Rolle.
Weiterhin könnte sich CHP auch aufgrund unterschiedlicher Wirkmechanismen zur
Kombinationtherapie mit Gemzitabin, dem Chemotherapeutikum der ersten Wahl bei
Pankreaskarzinom, eignen. Hier lägen Ansätze für weitere Untersuchungen zum
therapeutischen Potential von CHP.
Zusammenfassend stellt CHP durchaus ein potentielles Therapieprinzip für die Karzinom-






Das Prolinanalogon cis-Hydroxy-L-Prolin (CHP) ist als Inhibitor der Kollagensynthese
bekannt21,22. Eine Wachstumshemmung von Fibroblasten und Karzinomzellen durch CHP
konnte von verschiedenen Autoren gezeigt werden. Diese beschränkten sich jedoch auf die
Untersuchung der biologischen Effekte von CHP. Als Erklärung der Wachstumshemmung
von Zellen wurde damals ausschließlich die Hemmung der Kollagensynthese angesehen. Das
somit fehlende Substrat für Zelladhäsion sollte für die Wachstumshemmung verantwortlich
sein. Weitere Untersuchungen zu molekularen Mechanismen der CHP-Effekte konnten
damals nicht durchgeführt werden23-25.
Vor dem Hintergrund neue Therapiemöglichkeiten zur Behandlung des Pankreaskarzinoms zu
finden, erfolgte in dieser Arbeit neben Untersuchung der biologischen Effekte die
Charakterisierung der molekularen Wirkmechanismen von CHP. Im Vordergrund stand dabei
die Pankreaskarzinom-Zelllinie der Ratte DSL6A, darüber hinaus wurden humane Karzinom-
Zelllinien sowie pankreatische Stellate-Zellen der Ratte untersucht.
CHP verursachte einer Wachstumshemmung aller untersuchten Zelllinien. Hier zeigte sich
eine zeit- und konzentrationsabhängige Hemmung der Proliferation, der Adhärenz sowie des
Zellüberlebens. Die verschiedenen Zelllinien reagierten auf CHP-Behandlung unterschiedlich,
wobei sich die humane Pankreaskarzinom-Zelllinie Capan2 in Bezug auf Proliferations-
hemmung und Adhärenzverlust als sehr resistent erwies.
Bei den Untersuchungen zu molekularen Mechanismen konnte bei den DSL6A-Zellen eine
CHP-vermittelte Induktion der ER-Stress-Markerproteine glucose-related protein (GRP) 78
und growth arrest and DNA damade inducible (GADD) 153 beobachtet werden. Die
Induktion der beiden Markerproteine zeigt, dass CHP ein Auslöser von ER–Stress ist. Diese
Annahme konnte durch einen CHP verursachten Anstieg des Kollagen-spezifischen
Chaperons HSP47 noch bestärkt werden. So steht ein Anstieg der HSP47-Expression in
Zusammenhang mit ER-Stress und der Anhäufung falschgefalteter Kollagenketten.
Als eine mögliche Ursache des unter CHP auftretenden Zelladhärenzverlustes konnte eine
Beteiligung der focal adhesion kinase (FAK) nachgewiesen werden. CHP verursacht so eine
zeitabhängige Proteolyse der FAK mit gleichzeitigem Auftreten entsprechender Fragmente.
Auf der Suche nach verantwortlichen Proteasen konnte durch Einsatz von spezifischen
Inhibitoren eine Beteiligung von Caspasen weitgehend ausgeschlossen werden. Nur ein
Breitspektrum-Proteaseinhibitor war in der Lage, die CHP vermittelte FAK-Proteolyse sowie
den Adhärenzverlust abzuschwächen oder ganz zu verhindern.
Hinsichtlich der Induktion von ER-Stress sowie der FAK-Proteolyse wurden wiederum
Unterschiede bei den humanen Pankreaskarzinom-Zelllinien deutlich, wobei sich das
Verhalten der Proliferationshemmung zum Teil widerspiegelte. Die Capan2-Zellen
exprimierten so hohe basale GRP78- und FAK-Level, die beide durch CHP wenig
beeinflussbar waren. Dies deutet in Bezug auf diese beiden Proteine auf einen möglichen
Resistenzmechanismus hin.
In Zusammenhang mit den biologischen Effekten sowie der beteiligten molekularen
Mechanismen konnte die Möglichkeit der Reversibilität nachgewiesen werden. So konnte bis
zu 24 Stunden nach Beginn der CHP-Inkubation durch L-Prolin-Zugabe im Verlauf der
weiteren Zell-Kultivierung sowohl die Proliferation als auch die ursprünglichen Level der
FAK und ER-Stress-Markerproteine GRP78 und GADD153 wiederhergestellt werden.
Nach diesem Zeitpunkt der noch möglichen Reversibiltät führte die Inkubation mit CHP





Bei dieser Frage nach möglichen Resistenz-Mechanismen sowie der Frage nach der für die
FAK-Proteolyse verantwortlichen Proteasen liegen Ansätze für weitere Forschung.
Insgesamt legen die Resultate dieser Arbeit nahe, dass die CHP-Wirkung durch Induktion von
ER-Stress vermittelt ist. Als Folge des ER-Stress scheint es zu einer Aktivierung
intrazellulärer Proteasen zu kommen, verantwortlich für die beobachtete FAK-Proteolyse und
den im Verlauf der CHP-Behandlung auftretenden Zelltod.
Zum Schluss lässt sich so sagen, dass CHP als ER-Stressor durchaus ein potentielles
Therapeutikum für Karzinom- und auch Fibrosebehandlung darstellen könnte. Diese Eignung






1. Das Prolinanalogon cis-Hydroxy-L-Prolin (CHP) ist als Inhibitor der
Kollagensynthese bekannt. Eine Wachstumshemmung von Fibroblasten und
Karzinomzellen durch CHP konnte von verschiedenen Autoren gezeigt werden.
Die molekularen Mechanismen der CHP-Effekte waren bislang unbekannt.
2. Das Pankreaskarzinom gehört neben den kolorektalen Karzinomen zu den
häufigsten Neoplasien des Gastrointestinaltraktes. Da Frühsymptome oft fehlen,
werden die meisten Karzinome für eine kurative Resektion zu spät diagnostiziert.
Trotz Verbesserung palliativer Maßnahmen hinsichtlich der Chemotherapie und
chirurgischer Intervention zu Erhöhung der Lebensqualität bleibt die Situation
unbefriedigend.
3. Vor dem Hintergrund neue Therapiemöglichkeiten für das Pankreaskarzinoms zu
finden, erfolgte in dieser Arbeit neben Untersuchung der biologischen Effekte die
Charakterisierung der molekularen Wirkmechanismen von CHP. Im Vordergrund
stand dabei die Pankreaskarzinom-Zelllinie der Ratte DSL6A, darüber hinaus
wurden humane Karzinom-Zelllinien sowie pankreatische Stellate-Zellen der Ratte
untersucht.
4. CHP verursachte einer Wachstumshemmung aller untersuchten Zelllinien. Hier
zeigte sich eine zeit- und konzentrationsabhängige Hemmung der Proliferation, der
Adhärenz sowie des Zellüberlebens.
5. Die verschiedenen Zelllinien reagierten auf CHP-Behandlung unterschiedlich,
wobei sich die humane Pankreaskarzinom-Zelllinie Capan2 in Bezug auf
Proliferationshemmung und Adhärenzverlust als sehr resistent erwies.
6. Das endoplasmatische Retikulum (ER) dient als Ort der Synthese, Faltung und
Modifikation von Proteinen. Weiterhin ist es wichtiger intrazellulärer Ca2+ -
Speicher mit Einfluss auf Ca2+–abhängige Signalwege.
7. Störungen der ER-Homeostase und damit der ER-Funktionen werden gemeinsam
unter dem Begriff ER-Stress zusammengefasst. ER-Stress kann dabei durch
vielfältige Faktoren ausgelöst werden, zum Beispiel Störungen im Ca2+- oder
Glukose-Haushalt sowie Veränderungen der Proteinsynthese. Dies führt zu




8. Die Zelle reagiert unter dieser Stress-Situation mit der so genannten ER-stress
response. Durch ER-Stress aktivierte Signalwege sind z.B. der unfolded protein
response (UPR) und der ER overload response (EOR). Im Rahmen des UPR
kommt es sowohl zur Induktion des Chaperon glucose regulated protein (GRP)78
als auch des pro-apoptotischen growth arrest and DNA damage inducible
(GADD)153 Faktors.
9. Bei den Untersuchungen zu molekularen Mechanismen konnte bei den DSL6A-
Zellen eine CHP-vermittelte Induktion der ER-Stress-Markerproteine glucose-
related protein (GRP) 78 und growth arrest and DNA damade inducible (GADD)
153 beobachtet werden.
10. Die Induktion der beiden Markerproteine zeigt, dass CHP ein Auslöser von ER–
Stress ist. Diese Annahme konnte durch einen CHP verursachten Anstieg des
Kollagen-spezifischen Chaperons HSP47 noch bestärkt werden. So steht ein
Anstieg der HSP47-Expression in Zusammenhang mit ER-Stress und der
Anhäufung falschgefalteter Kollagenketten.
11. Die focal adhesion kinase (FAK) ist eine 125 kD Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase.
Als Aktivatoren können Wachstumsfaktoren und die Bindung der Zelle an die
extrazelluläre Matrix (EZM) dienen. Dabei ist die FAK in Bereichen der
Interaktion von Integrinen und Zytoskelett mit der (EZM), sogenannten focal
adhesion oder auch focal contacts, lokalisiert. Phosphorylierte FAK bildet
Komplexe mit Kinasen der Src-Familie und anderen Kinasen. Es folgt die
Aktivierung von verschiedenen, komplexen Signalwegen. Diese sind an
Zellproliferation und – überleben beteiligt.
12. Als eine mögliche Ursache des unter CHP auftretenden Zelladhärenzverlustes
konnte eine Beteiligung der focal adhesion kinase (FAK) nachgewiesen werden.
CHP verursacht so eine zeitabhängige Proteolyse der FAK mit gleichzeitigem
Auftreten entsprechender Fragmente.
13. Auf der Suche nach verantwortlichen Proteasen konnte durch Einsatz von
spezifischen Inhibitoren eine Beteiligung von Caspasen weitgehend
ausgeschlossen werden. Nur ein Breitspektrum-Proteaseinhibitor war in der Lage,
die CHP vermittelte FAK-Proteolyse sowie den Adhärenzverlust abzuschwächen




14. In Zusammenhang mit den biologischen Effekten sowie der beteiligten
molekularen Mechanismen konnte die Möglichkeit der Reversibilität
nachgewiesen werden. So konnte bis zu 24 Stunden nach Beginn der CHP-
Inkubation durch L-Prolin-Zugabe im Verlauf der weiteren Zell-Kultivierung
sowohl die Proliferation als auch die ursprünglichen Level der FAK und ER-
Stress-Markerproteine GRP78 und GADD153 wiederhergestellt werden.
15. Nach diesem Zeitpunkt der noch möglichen Reversibiltät führte die Inkubation mit
CHP schließlich zur Apoptose. Dies konnte unter anderem durch Caspase3-
Aktivierung sowie PARP-Proteolyse nachgewiesen werden.
16. Die Capan2-Zellen exprimierten so hohe basale GRP78- und FAK-Level, die
beide durch CHP wenig beeinflussbar waren. Dies deutet in Bezug auf diese
beiden Proteine auf einen möglichen Resistenzmechanismus hin.
17. Bei der Frage nach möglichen Resistenz-Mechanismen sowie der Frage nach der
für die FAK-Proteolyse verantwortlichen Proteasen liegen Ansätze für weitere
Forschung.
18. Insgesamt legen die Resultate dieser Arbeit nahe, dass die CHP-Wirkung durch
Induktion von ER-Stress vermittelt ist. Als Folge des ER-Stress scheint es zu einer
Aktivierung intrazellulärer Proteasen zu kommen, verantwortlich für die
beobachtete FAK-Proteolyse und den im Verlauf der CHP-Behandlung
auftretenden Zelltod.
19. Zum Schluss lässt sich so sagen, dass CHP als ER-Stressor durchaus ein
potentielles Therapeutikum für Karzinom- und auch Fibrosebehandlung darstellen
könnte. Diese Eignung von CHP als Therapeutikum sollte in weiteren Versuch,
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8.1 Herkunft der Materialen
8.1.1 Basismaterialien
Soweit im Folgenden nicht anders erwähnt, stammen alle Basismaterialen von Sigma.
Aminosäuren, nicht-essentielle Invitrogen, Karlsruhe
100fach Stammlösung
APS, 10% Serva, Heidelberg
-32P-ATP Amersham, Freiburg
Caspase-Inhibitor (zDEVD-fmk) Calbiochem, Schwalbach




Doppelstrang-Oligo (Stammlösung) BioTez, Berlin
DTT Invitrogen, Karlsruhe
EDTA Roth, Karlsruhe
FKS, 10% Biochrom, Berlin
Glycerol Merck, Darmstadt














Poly-dI-dC Stammlösung Roche, Mannheim
Polynukleotidkinase (T4-Kinase) Roche, Mannheim
Protease Arrest Reagent Calbiochem, Schwalbach










Trypsin / EDTA Invitrogen, Karlsruhe
8.1.2 Antikörper
-Actin Sigma, München
Alexa Flour anti-Maus IgG MoBiTec, Göttingen
cleaved Caspase-3 Cell Signalling











BrdU-labelling Cell Proliferation Roche, Mannheim
ELISA Kit
CellTiter 96 AQueous One Promega, Mannheim
Solution Cell Proliferation Assay
ECL Plus Kit Amersham, Freiburg
Suicide-Track DNA Ladder Calbiochem, Mannheim
Isolation Kit
8.2 Lösungen, Puffer und Herstellung der
Reaktionsgemische
8.2.1 RT-PCR






Für die RT wurden 3µg RNA eingesetzt. Um das gewünschte Reaktionsvolumen von 40µl zu
erreichen, wurde je die fehlende Menge mit RNase freiem Wasser (im Folgenden nur als
Wasser bezeichnet) aufgefüllt, d.h.:





dNTP ( 2,5 mM )
Primer (25 pg /l)
Taq (5U /l)







1l cDNA je Probe






Tabelle 1: verwendete Oligonukleotid-Primer



















































































































































Ansatz Probenpuffer (4fach): 3,8g SDS




Aqua dest.(Auffüllen auf 50ml)
Vor Verwendung des Probenpuffers wurde dieser 1:4 mit Aqua dest. verdünnt, dann erfolgte
die Zugabe von 5% Mercaptoethanol und anschließend die Erhitzung auf 100°C.
Gel-Herstellung und Elektrophorese:
Trenngel-Puffer, pH 8,8 36,33g 1,5M Tris [Roth]
0,8g SDS [Serva]
Aqua dest. (Auffüllen auf 200ml)
Sammelgel-Puffer, pH 6,8 6,06g 0,5M Tris
0,4g SDS
















Ansetzen der Gele / Elektrophorese:
Elektrodenpuffer(3fach), pH 8,8: TRIS 25mM 18,18g
Glycin 84,6g
SDS 0,1% 6,0g
auf 2l Aqua dest.
Einstellungen Strom: für 1Gel 25mA für Sammelgel
2mA für Trenngel bei Elektrophorese über Nacht
(35mA falls über Tag)
bei 2 Gelen wurde die doppelte Ampere-Zahl benutzt
Antikörper






FAK 125 N354-534 Maus,
monoclonal
Transduktion


















PBS-TWEEN 0,1%: 2ml TWEEN auf 2l PBS










8.2.3 Electro Mobility Shift Asssay (EMSA)
Herstellung von Kernextrakten
Hierunter versteht man das Extrahieren der Kernproteine aus den zu untersuchenden Zellen
Zur Herstellung der Kernextrakte benutzt man die hypotone Lyse der Zellen, gefolgt von der
hypertonen Lyse der Zellkerne.
Einzelne Schritte:
1. Medium abnehmen und in Reaktionsgefäss geben, dann 1,3ml eiskalten Puffer A pro
well zugeben
2. Platten 10 min auf Eis inkubieren ( hypotone Lyse der Zellen )
3. Reaktionsgefässs bei Umax kurz (~ 20sec) zentrifugieren und Überstand aspirieren
4. 200l eiskalten Puffer A in Reaktionsgefässs, ebenfalls 10 min auf Eis inkubieren
5. Nach Ablauf der Zeit auf Platten verbliebene Zellen mit Schaber ablösen, well-Inhalt
In entsprechendes Reaktionsgefäss überführen
6. Weitere 5 min Inkubation auf Eis, Zentrifugation 20 sec bei Umax, Überstand
aspirieren, dann nochmals kurz bei Umax zentrifugiren und restlichen Überstand
aspirieren
7. Je nach Pellet-Größe Zugabe von 20-40l Puffer B
8. 20 min auf Eis inkubieren( hypertone Lyse der Zellkerne)
9. 3 min bei Umax zentrifugieren, Überstand in Reaktionsgefäss überführen und bei –
80°C wegfrieren (evtl. portionieren)
Stammlösungen:




-EDTA 100mM pH 8.0
-Pepstatin: 1mg/ ml
-Pefabloc (Proteaseinhibitor-Cocktail) (1 Tbl. in 2,4ml Bidest)
-Vanadat 100mM






HEPES 5ml 10mM 4ml 20mM
KCl 2,5ml 10mM - -
MgCL2 2,5ml 1,5mM 500l 1,5mM
DTT 125l 0,5mM 50 l 0,5mM
Glycerol - - 2,5ml 25%
NaCl - - 246mg 420mM





Vanadat 250l 1mM 100l 1mM




Markierung mit 32P und Bindungsreaktion
Reaktionsgemisch:
-1l Doppelstrang-Oligo (BioTez)
- 2l 10 X Puffer für Polynukleotidkinase [ T4-Kinase] (Roche)
- 13l Aqua dest.
- -32P-ATP (Amersham Boisciences)
-1l Polynukleotidkinase (Roche)
Ansatz 1X TE-Puffer: 1mM EDTA = 0,372 g / l ( Stammlösung 100mM, pH 8.0)
10mM Tris-HCL =1,211g/ l ( Stammlösung 1M , pH 8.0)
Shift-Puffer:
10mM Tris pH 7.5, 50mM NaCl, 0,1mM EDTA, 1mM DTT, 5% Glycerol, 0,1% NP 40 ,
1mM Pefabloc
10X Puffer-Stammlösung:
Tris 100mM pH 7.5, NaCl 500mM, EDTA 1mM (100mM Stammlösung pH 8.0)
( Aliquots bei –20°C)
Ansatz für 1ml (auf Eis):
-100l Puffer-Stammlösung
- 10l DTT 0,1M
- 50l Glycerin
- 10l NP 40 ( 10% Stammlösung)
- 10l Pefabloc ( 100 mg/ ml Stammlösung; Aliquots bei –20°C)
- 820l Aqua dest.
Ansätze für Bindungsreaktion
- 4l Shift-Puffer
- 2l BSA (10mg / ml, Aliquots bei –20°C )
- 2l Poly-dI-dC (Stammlösung 1g / 1l)
- je 3-6l Kernextrakt und Sonde
- 20l Aqua dest.
Elektrophorese:
Gießen eines nativen 6%-Polyacryamidgels nach folgendem Ansatz:
-6ml Acrylamid / Bis (40%, 29:1)
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